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Since  there  is an ApoD homolog bound  to  the membrane  through a GPI membrane binding 






decrease  in  the  number  of  established  synapses  and  their  area.  This  result  confirms  the 
existence of a conserved mechanism of action strongly associated with membranes. 
 
Given  the  conserved  phenotype  of  GPI‐membrane  bound  Lazarillo  and  its  secreted 
homologues,  lysosomal membranes  are  rich  in  lipid  rafts,  and  the GPI‐proteins  are  usually 
found  attached  to  these domains  suggests  that ApoD  and  its  secreted homologues may be 





















This new  location of ApoD and  its amazing  interaction with membranes opens new research 
lines  approaching  the mechanism  of  action  of  ApoD  to  both  the  plasma  and  intracellular 
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Apolipoproteína  D  (ApoD)  fue  presentada  al  mundo  científico  en  1991  como  una 
apolipoproteína  atípica.  Inicialmente  fue  denominada  apolipoproteína  por  ser  la  cuarta 




Binding  Protein2)  [4,  5].  Las  Lipocalinas  son  pequeñas  proteínas  extracelulares  (160‐180 
residuos) que  comparten una estructura de barril  β que  conforma un bolsillo generalmente 
hidrofóbico  y  ciertas  propiedades  comunes:  la  unión  a  pequeños  ligandos  hidrofóbicos,  la 
unión a receptores específicos de la superficie celular y la formación de complejos covalentes y 
no  covalentes  con  otras  macromoléculas  solubles.  Han  sido  clasificadas  como  proteínas 
transportadoras aunque actualmente se conocen una amplia variedad de funciones diferentes 
para muchos de  sus miembros  [6, 7]. ApoD  comparte  esta misma  estructura  aunque no  se 
conoce ni  ligando ni receptor específico para ella. La proteína α 1‐microglobulina, uno de  los 




En  las  HDL  del  plasma  sanguíneo,  ApoD  se  encontró  asociada  a  la  enzima  LCAT (Lecitin 
Colesterol Acil Transferasa) [2]. LCAT es una enzima secretada por el hígado y el cerebro que 
cataliza  una  reacción  reversible  de  tras‐esterificación.  Transfiere  un ácido  graso  de  la 
fosfatidilcolina  a  una molécula  de  colesterol  libre,  generando  así  un  éster  de  colesterol  y 
lisofosfatidilcolina. Además, el bolsillo de ApoD mostró afinidad de unión por la progesterona 
y otros esteroles. Estos hechos llevaron a proponer a ApoD bien como un vehículo presentador 





















Los  primeros  estudios  sobre  su  expresión  determinaron  que  la  síntesis  de  ApoD  estaba 












terciaria  fruto  de  su  secuencia  de  189  aminoácidos,  definen  a  ApoD  como miembro  de  la 
familia  de  las  Lipocalinas  [4,  12].  En  esos  189  aminoácidos,  ApoD  posee  un  péptido  señal 
(secuencia peptídica de  secreción), que  se pierde  tras  ser  incorporada al  lumen del  retículo 
endoplásmico,  resultando una  proteína madura  soluble  de  169  aminoácidos  que  puede  ser 
secretada al medio extracelular [13].  
El peso molecular de ApoD varía entre 19 y 32 kDa en función del grado de glicosilación de sus 
dos  asparaginas  (Asn). Al menos  una  de  las  dos  cadenas  glicosiladas  termina  con  un  ácido 
siálico. Esta glicosilación variable es dependiente del tejido donde se exprese [14, 15]. 
La  ApoD  humana  contiene  cinco  cisteínas  (Cys),  de  las  cuales  cuatro  forman  dos  puentes 
disulfuro intramoleculares mientras que la quinta permanece libre. Esta cisteína libre, también 
presente en α 1‐microglobulina, está localizada en un bucle flexible de la estructura haciéndola 
especialmente  accesible  [16].  El  grupo  tiol  de  la  cisteína  posee  la  capacidad  de  reducir  y 
atrapar  (a  pH  menores  de  7,5)  radicales  orgánicos.  Esta  cisteína,  además,  le  permitiría 
establecer enlaces por puentes disulfuro con otras moléculas, como por ejemplo: el resto de 
apolipoproteínas presentes  en  las HDL  [14].  Sin  embargo,  en  el  ratón,  este  residuo no  está 
conservado. En el lugar de la cisteína se encuentra una treonina, que posee un grupo hidroxilo 
en  vez  de  tiol,  que  le  permitiría  unirse  a moléculas  con  grupos  fosfato  o  con  cadenas  de 
oligosacáridos a través de enlaces de hidrógeno [13]. 
Por  último,  ApoD  posee  tres  metioninas  (Met),  conservadas  en  el  ratón  pero  no  en  los 
homólogos de Drosophila melanogaster (ver sección 1.5), también poseedoras de un átomo de 
azufre, al igual que las cisteínas. El entorno estructural de una de ellas, la Met93 localizada a la 





La estructura  terciaria de ApoD en  forma de barril‐β es una característica común a  todas  las 









entre  cuatro  de  las  cinco  cisteínas  ya mencionadas.  Estos  elementos  generan  una  cavidad 
estructural en forma de cáliz que delimita, debido a la naturaleza apolar de los aminoácidos de 





es también  la que  le confiere una  identidad especial. La región de  los bucles presenta ciertas 
diferencias, especialmente a  la entrada del bolsillo. Por un  lado,  los bucles están orientados 
hacia el exterior de  la estructura, haciendo  la entrada más amplia. Por otro  lado,  tres de  los 
cuatro  bucles  situados  a  la  entrada  del  bolsillo  poseen  cadenas  hidrofóbicas.  Estas 
peculiaridades  generan  en  la  estructura  de  ApoD  una  región  o  parche  de  un  alto  carácter 
hidrofóbico inusual para una proteína soluble. Este parche hidrofóbico podría insertarse en la 
región lipídica de las HDL antes de que la cisteína libre pudiera establecer un puente disulfuro 




Unas  mutaciones  en  la  secuencia  que  afectarían  a  la  estructura  de  ApoD,  detectadas  en 
variantes  alélicas  presentes  en  algunas  poblaciones  africanas,  son  la  causa  de  varias 
enfermedades cardiovasculares. Ninguna de ellas afecta al  interior del bolsillo y, en principio, 
tampoco  a  su  capacidad  de  unión  a  ligandos.  Por  el  contrario,  sí  afectarían  al  parche 
hidrofóbico de  la boca del barril, por  lo que podrían estar modificando su acoplamiento a  las 
HDL. Estas mutaciones también modificarían la cadena que contiene la cisteína libre y una de 
las  cisteínas  que  genera  los  puentes  disulfuros  intramoleculares.  Esta  alteración  estructural 
podría  impedir  las  posibles  interacciones  intramoleculares  de  la  cisteína  libre  o  suscitar  la 
generación  de  puentes  disulfuro  intermoleculares  no  fisiológicos  que  implicarían  un 




homólogos de ApoD en Drosophila melanogaster mostraron  varios  fenotipos  similares  a  los 
observados ante  la  falta de  la proteína  como  la  regulación de  la  longevidad,  la  respuesta al 
estrés,  respuestas comportamentales como  la escalada o el cortejo y el almacenamiento de 









Figura  1.  Estructura  terciaria de ApoD.  (A) Visión  ortogonal  de ApoD  unida  a  progesterona.  Las metioninas 
















han  descartado  ambas  opciones  [21,  24,  26].  Recientemente  se  ha  comparado  in  vitro  la 
capacidad de unión que presentan ApoD y algunos de sus homólogos en otras especies frente 
a  diferentes  ligandos,  encontrándose  uniones  de  alta  afinidad  con  el  cannabinoide 
anandamida5 o la esfingomielina y confirmando la unión a ácido retinoico, más específica que 
la del retinol [21], en contraposición a los estudios que defendían una mayor afinidad de ApoD 
por  el  retinol  que  por  el  ácido  retinoico  [28].  Los  últimos  estudios  in  vitro  realizados  en  el 
laboratorio  han  ampliado  la  lista  de  ligandos  al  encontrar  unión  a  ácido  docosahexaenoico 





























tiroideas  (TRE,  thyroid‐hormone  response  element)  y  esteroideas  (PRE,  progesterone‐
responsive  element;  ERE,  estrogen‐responsive  elements;  RORA1,  steroid  hormone 
nuclearreceptor [retinoic acid] alpha1; GRE, glucocorticoid‐responsive element), esteroles (SDR, 
sterol‐dependent repressor) o a NFkB6(NFKB, nuclear factor kappa B) [31]. Dos isoformas de la 
apolipoproteína  E  (ApoE)  humana,  ApoE3  y  ApoE4,  relacionadas  con  el  desarrollo  de  la 
enfermedad de Alzheimer se unen al promotor de ApoD estableciendo una correlación inversa 
entre  la  expresión  de  ApoD  y  ApoE  [32].  p73  y  p63,  dos  miembros  de  la  familia  p53 
responsable de  la regulación de genes  involucrados en el desarrollo y homeostasis, activan  la 
                                                            
6NFkBes un complejo proteico que controla la transcripción del DNA (regulador transcripcional) localizado 
preferentemente en el cerebro. Es activado por factores de crecimiento (BDNF, NGF) utilizando el glutamato como 
neurotransmisor. Está implicado en la modulación de la plasticidad, función sináptica (comunicación sinapsis-
núcleo), así como el crecimiento de las dendritas y de las espinas dendríticas y en la respuesta al estrés, ROS, 
citoquinas, LDL oxidadas, etc. (30. Salles, A., A. Romano, and R. Freudenthal, Synaptic NF-kappa B pathway in 










En  humanos,  ApoD  presenta  una  amplia  y  variada  distribución  de  su  expresión  en  el 
organismo. Se ha detectado RNA mensajero en las glándulas adrenales y riñones. También en 
bazo,  páncreas,  pulmones,  placenta,  ovarios  y  testículos  (reflejando  su  relación  con  los 
esteroides),  cerebro,  nervios  periféricos  y  líquido  cefalorraquídeo  [4].  Por  el  contrario,  está 
pobremente expresado en hígado e intestino, a pesar de ser los mayores centros productores 
















los  centros  de  expresión  de  ApoD  son  las  células  gliales,  concretamente  los  astrocitos  y 






 Los  primeros  estudios  sobre  la  expresión  de  ApoD  en  el  SNP  de  la  rata  defendían  la 
producción de ApoD en los fibroblastos del endoneuro [39, 40]. Sin embargo, posteriormente 
se demostró  su  síntesis mayoritaria en  las células de Schwann  [41]. Estudios  recientes en el 
SNP de  ratón muestran a ApoD únicamente expresada, de  forma  intermitente o  transitoria, 









durante  el  desarrollo  postnatal  principalmente  en  el  endoneuro  [44].  Como  ya  se  ha 
comentado,  las  células  de  Schwann  expresan  ApoD  de manera  intermitente  en  base  a  su 
estado funcional. La expresión de ApoD se altera con  la vejez. De hecho, ApoD es uno de  los 




Además  de  ante  el  envejecimiento,  la  expresión  de  ApoD  aumenta  ante  situaciones 
patológicas  del  sistema  nervioso  como muchas  enfermedades  neurodegenerativas,  estando 
regulada por la vía de JNK (c‐Jun N‐terminal kinases) [47, 48] 
 
Muchas neuropatologías  como el Parkinson  [49],  la esquizofrenia  [50],  la esclerosis múltiple 
[51], meningoencefalitis  [52]  o  la  enfermedad  de  Niemann‐Pick  (en  ratón)  [53]  comparten 
elevadas concentraciones de ApoD. 
 
En pacientes  con Alzheimer  (AD), ApoD presenta  elevados niveles de  expresión  tanto  en  el 
líquido  cefalorraquídeo  como  en  el  hipocampo.  Se  han  encontrado  asociaciones  genéticas 
entre pacientes con Alzheimer y polimorfismos de ApoD en poblaciones de Finlandia, América 
y  norte  de  China  [52,  54,  55].  En  los  pacientes  de  esta  enfermedad,  la  expresión  de ApoD 
parece no estar  influida por  la presencia del alelo E4 de ApoE  [52]. Las dos apolipoproteínas 
aumentan  con  la  edad  y  en  situaciones  neurodegenerativas.  Ante  la  falta  de  ApoE,  la 
concentración de ApoD aumenta en el cerebro [56]. La falta de ApoD, sin embargo, no provoca 
aumento alguno de ApoE ante una situación de daño en el sistema nervioso periférico de ratón 
[57]. ApoD se  localiza en  las placas Aβ compactas [58]. Aβ25‐35  induce  la expresión de ApoD 
en células hipocampales en respuesta a estrés [59]. La enfermedad de Alzheimer se caracteriza 
por  la degeneración de neuronas hipocampales y  corticales. El péptido β‐amiloide, principal 
causante  de  la  enfermedad,  se  genera  como  un  producto  del  corte  de  la  Proteína 
transmembrana Precursora del Amiloide  (APP) por  acción de  enzimas  secretasas  (proteasas 
integrales  de  membrana).  El  colesterol  es  un  importante  factor  en  la  regulación  de  la 
producción de este péptido. Altos niveles de colesterol aumentan  la generación y deposición 
de  estos  péptidos.  Estudios  recientes  indican  que  el  procesamiento  de  APP  ocurre 
preferentemente en  las balsas  lipídicas  [60]. Otro  tipo de patologías que  también  conllevan 
daños en el sistema nervioso como las enfermedades infecciosas ola excitotoxicidad presentan 
la misma alteración en la expresión de ApoD [54]. 






Varios días después de  la  lesión, se detecta proteína ApoD en  las neuronas piramidales de  la 





Las  enfermedades  cardiovasculares  y  metabólicas,  muchas  de  ellas  asociadas  a  la  edad, 




Por  último,  la  relación  entre  ApoD  y  el  cáncer  se  ha  determinado  prácticamente  desde  su 
descubrimiento [5] estableciéndose una correlación entre el aumento de  la concentración de 








altamente  conservada,  las  Lipocalinas.  Evolutivamente  las  proteínas más  cercanas  a  ApoD 
serían las Lipocalinas de insectos [12].  
 
El hecho de que  todas  las  lipocalinas  compartan,  como motivo  central de  su estructura, un 
dominio con conformación de barril‐β muy conservado hace pensar en un posible mecanismo 









Figura  3.  Posibles  funciones  de  las  Lipocalinas:  unión  y  transporte  de 
ligandos  lipófilos,  unión  a  receptores,  formación  de  macrocomplejos  y 












‐ α1‐microglobulina  (α1M):  es  uno  de  los  tres miembros  originales  de  la  familia  de  las 
Lipocalinas  (junto  con  retinol  binding  protein  y  β‐lactoglobulina).  Se  ha  encontrado  en 
mamíferos, pájaros, anfibios y peces, distribuida a través del plasma a todos  los órganos. 
Posee  una  cisteína  libre  localizada  en  un  lazo  flexible  a  la  entrada  del  bolsillo  que  le 
confiere propiedades reductasa y deshidrogenasa. Presenta también tres residuos de lisina 
alrededor de la entrada del bolsillo con posibilidad de unión y degradación del grupo hemo 
y  la  quinurenina.  También  es  capaz  de  unir  retinol.  α1M  está  implicada  en  la  defensa 
contra  la oxidación por hemo, quinurenina y especies reactivas de oxígeno  (ROS) y en  la 
regulación de la respuesta inmune. 
 





afinidad  por  otros  potenciales  ligandos  como  el  colesterol  y  prostaglandinas.  ApoM 
humana  posee  tres  cisteínas  y  contiene  en  su  estructura  un  parche  hidrofóbico 
involucrado  en  interacciones  intermoleculares.  Se  ha  propuesto  que  ApoM  podría  unir 
fosfolípidos oxidados incrementando el efecto antioxidante de las HDL contra la oxidación 
de  las LDL. ApoM  también podría actuar como chaperona de  la esfingomielina 1  fosfato 
(S1P), un  lípido bioactivo con efectos en angiogénesis,  tráfico de  linfocitos, migración de 
células endoteliales e  inflamación a través de  la activación de cinco receptores diferentes 
acoplados  a  proteínas G.  El  complejo  ApoM‐S1P  es  capaz  de  activar  el  receptor‐S1P‐1. 





complejo  C8α‐C8γ  junto  con  C8β  (unión  no  covalente)  forma  el  complejo  activo  C8, 
penúltimo miembro del complejo de ataque a la membrana (MAC)8. Al menos tres de sus 
cuatro  bucles  a  la  entrada  del  bolsillo  están  también  involucrados  en  su  unión  aC8α 
mientras que un área hidrofóbica  le permite  insertarse en  la membrana. Además posee 
dos  tirosinas  que  actúan  como  compuertas  que  controlan  la  entrada  de  ligandos  a  su 
bolsillo hidrofóbico, cuyo bloqueo no altera  la  influencia de C8γ sobre  la actividad de C8 
[71]. 
 
‐ Prostaglandina  D  sintetasa  es  el  primer  miembro  de  la  familia  de  las  Lipocalinas 
reconocido como una enzima. Presenta una doble función ya que actúa como enzima en la 








como  una  proteína  transportadora  extracelular  de  pequeñas moléculas  lipofílicas.  Una 
cisteína libre de su estructura juega un papel importante en su actividad catalítica. Es una 
proteína  altamente  glicosilada  con  dos  sitios  de  N‐glicosilación  que  se  localiza 
principalmente  en  el  sistema  nervioso  central  y  en  los  órganos  genitales  de  varios 
mamíferos y en el corazón humano. En el cerebro se  localiza en el retículo endoplásmico 
rugoso  y  en  la  membrana  nuclear  externa  de  los  oligodendrocitos  acoplada  a  la 
ciclooxigenasa para producir PGD2 que se secreta al líquido cefalorraquídeo donde es una 
proteína  mayoritaria.  Se  sobre‐expresa  en  los  oligodendrocitos  de  ratón  ante  las 
enfermedades por depósito lisosomal. Se ha determinado la unión de esta lipocalina a los 
gangliósidos GM1  y GM2,  lípidos que  se acumulan en  las neuronas en estas patologías. 
También es capaz de unir biliverdina, bilirrubina, ácido retinoico y retinal [72]. 
 
‐ α1‐glicoproteína  ácida  (AGP)  es  una  de  las  proteínas  del  plasma  humano  más  ácidas 
debido a sus cinco sitios de N‐glicosilación. Los glicanos cubren la mayoría de la superficie 
de  la proteína. Presenta variantes en dicha glicosilación ante  situaciones como procesos 
inflamatorios  crónicos.  Esas  variaciones  en  la  glicosilación  influyen  en  las  propiedades 
inmunomoduladoras  y  los  efectos  anti‐inflamatorios  que  presenta  esta  lipocalina.  AGP 










Como  se  ha  comentado,  las  lipocalinas  filogenéticamente  más  cercanas  a  ApoD  son  la 





















del  saltamontes  aunque  también  se  expresa  en  los  tubos  de  Malpighio  y  en  el  ganglio 





sido detectados 8  genes  correspondientes  a  lipocalinas que  aún no han  sido  estudiados  en 
profundidad. Uno de estos genes, CG5399, muestra en su secuencia (de alta similitud con Laz) 
una  potencial  cola GPI.  Karl,  otra  de  las  lipocalinas  de  Drosophila  posee  una  secuencia  N‐
terminal  extremadamente  larga  [74].  A  su  vez,  existe  una  lipocalina  en  plantas,  AtTIL 








expresa en  la glía  longitudinal de  la cuerda nerviosa ventral del sistema nervioso central y en 
ciertos precursores gliales durante  la embriogénesis. No  se ha descrito expresión alguna en 















Lazarillo  Neural  (NLaz)  es  una  proteína  de  199  aminoácidos  con  4  sitios  potenciales  de 
glicosilación.  Su  región  C‐terminal  es  más  larga  de  lo  habitual  en  comparación  con  otras 
lipocalinas. NLaz  se expresa en neuroblastos y neuronas además de en el  cuerpo graso y el 
intestino  [37]. Su expresión  se  relaciona con el  ritmo circadiano, está  regulada por  la vía de 




La expresión de NLaz disminuye ante  la  falta de  la proteína  Lola, un  factor de  transcripción 













Los  ratones  nulos  para  ApoD  de  la  cepa  C57BL/6J  generados  mediante  recombinación 
homóloga  sustituyendo  el  alelo  silvestre  por  uno  nulo  debido  a  la  inserción  del  gen  de  la 
fosfotransferasa de neomicina (Neo) en el exón 6 del gen ApoD, muestran un aumento de los 
lípidos peroxidados en el cerebro, una menor resistencia a Paraquat11 (PQ), y un mayor fracaso 
en  pruebas  comportamentales;  presentan  disminución  en  la  actividad  locomotora  y 
exploratoria y déficit de memoria [89]. La falta de ApoD genera un estrés oxidativo basal que 
provoca un aumento de la expresión de genes relacionados con la respuesta el estrés oxidativo 
(GFAP, HO‐1  y  SOD2)  y  una  expresión  anómala  de  los mismos  en  respuesta  a  la  oxidación 
inducida  por  PQ  [48].  También  muestran  alteraciones  en  varios  receptores  de 
neurotransmisores, en concreto receptores de somatostatina que disminuyen su transcripción 
en  el  córtex  y  el hipocampo  y  aumentan  en  el  estriado  y  la  amígdala  [90] o  receptores de 



















Un modelo de daño en el nervio periférico de ratón revela que  la  falta de ApoD aumenta  la 
duración  y magnitud  de  la  respuesta  inflamatoria  retrasando  la  regeneración. Asimismo,  la 
ausencia  de  ApoD  altera  el  grosor  de  la  banda  de mielina  disminuyendo  la  velocidad  de 
conducción eléctrica de  las neuronas  [57]. La  falta de ApoD también modifica  la señalización 
entre células de Schwann y los macrófagos, el activador de fagocitosis Galectina‐3 y los niveles 







La  falta  de  GLaz  en  Drosophila  melanogaster  produce  un  aumento  en  la  cantidad  de 
triglicéridos, una disminución en  la  longevidad  y una menor  resistencia al ayuno  y al estrés 
oxidativo provocado por H2O2 o PQ. En concreto, el mutante nulo, ante el tratamiento con PQ, 
presenta  altos  niveles  de  peroxidación  lipídica  y  un  incremento  de  las  células  apoptóticas 
además de defectos en el comportamiento [75].  
 
La  pérdida  de  función  de NLaz  en Drosophila melanogaster  provoca  una  disminución  de  la 
cantidad  de  triglicéridos,  glucosa  y  glicógeno.  A  su  vez,  provoca  una  disminución  en  la 
resistencia al ayuno y al estrés oxidativo y una reducción de la longevidad. 











plasma.  La  sobreexpresión de ApoD en el  sistema nervioso provoca  resistencia a  la  insulina 
[95]. 
 
Recientemente  se ha  identificado  a ApoD  como el mayor  cardioprotector en un modelo de 
infarto  de  miocardio  de  ratón.  La  sobreexpresión  de  ApoD  reduce  la  tasa  de  infarto  de 




















el daño oxidativo,  influyendo en el perfil  transcripcional de  la  respuesta  temprana al estrés. 
ApoD  es  secretada  por  los  astrocitos  tratados  con  PQ  y  modula  su  reactividad  (efecto 




celulares  que  no  la  expresan  como  la  línea  celular  humana  procedente  de  cáncer  cérvico‐
uterino HeLa [47, 48, 65].  
 
Varios  estudios  celulares  también  relacionan  ApoD  con  los  lípidos  y  las  membranas.  La 
expresión de ApoD se altera ante el tratamiento con esteroides y con ácido retinoico [99, 100]. 








redox,  como  la  reducción  de  HpETEs  (acido  hidroperoxieicosatetraenoico)  a  sus 
















otros  tipos  celulares.  Posee  una  estructura  en  forma  de  bolsillo  con  capacidad  para  unir 
pequeños ligandos y una región hidrofóbica anómala para una proteína extracelular soluble 
que  podría  permitirle  interaccionar  con  las  regiones  lipídicas  de  las  HDL.  Presenta  una 
compleja regulación sensible al estrés oxidativo y la neurodegeneración. Ejerce una función 
protectora frente al estrés oxidativo tanto en  las células que  la producen como a  las de su 
entorno  y  su  mecanismo  de  acción  podría  estar  relacionado  con  lípidos  o  moléculas 
relacionadas con lípidos como el ácido araquidónico, esteroides y sus procesos de oxidación. 
 





de  cada  una  de  ellas  y  cuya  modulación  pueda  ejercer  una  amplia  influencia  celular. 
Encontrar ese punto y su  relación con  la proteína y con ello avanzar un paso más hacia  la 
comprensión  del  mecanismo  de  acción  y  función  de  ApoD,  ha  sido  el  motor  que  ha 





Las  membranas  biológicas  son  barreras  de  permeabilidad  selectiva  que  permiten  una 
comunicación  controlada  entre  los  ambientes que delimitan.  Están  formadas por  lípidos de 
diferentes clases entre los que se embeben, heterogéneamente distribuidas, ciertas proteínas. 
Los lípidos, debido a sus propiedades físicas, tienden a la auto‐agregación en medios acuosos. 
Las  leyes de  la  termodinámica  les ordenan  siguiendo el  carácter anfipático de  su estructura 
generando  una  doble  capa  enfrentada  en  la  que  la  parte  apolar  queda  aislada  entre  dos 
mantos de  cabezas polares  en  contacto  con  los medios  acuosos.  Esta  estructura  se  conoce 
como bicapa lipídica. Para proteger sus extremos, la bicapa, de unos 30 Å de grosor, tiende a 
cerrarse sobre sí misma formando esferas que aíslan compartimentos acuosos en su  interior, 
delimitando, de  esta manera,  tanto  los diferentes  compartimentos  intracelulares  como  a  la 
propia  célula en  su  conjunto.  Las membranas dan  forma  y estabilidad mecánica a  la  célula. 
Crean,  dentro  de  ella,  ambientes  de  condiciones  específicas  necesarias  para  las  diversas 
reacciones  químicas  que  tienen  lugar  y  controlan  el  paso  de  sustancias  dirigiendo,  por 






Desde  el  siglo XIX  es  conocida  la  existencia de un  recubrimiento  celular, pero no  fue hasta 




1972,  ante  la  evolución  de  la  microscopía  y  los  estudios  químico‐físicos  moleculares,  se 
propuso,  aunando  todos  los  resultados  obtenidos  hasta  ese  momento,  un  modelo  que 
explicaba la estructura y propiedades de la membrana plasmática: el modelo de mosaico fluido 
de  S.  J.  Singer  y G. Nicholson.  Este modelo presentaba  como novedad  el hecho de que  las 
proteínas no solo podían estar unidas a ambas caras de  la membrana, sino que podían estar 
embebidas  en  ella  como  teselas  dentro  de  un  mosaico  romano.  Al  contrario  que  en  los 
estáticos mosaicos,  Singer  y Nicholson describen un mosaico  fluido, donde  tanto  los  lípidos 
como  las  proteínas  están  en  un  constante  y  estocástico  movimiento.  Este  movimiento 
aleatorio tiene dos componentes: rotacional, sobre su propio eje, y  lateral, en el plano de  la 
membrana.  Como  consecuencia  de  estos  dos  únicos  movimientos  (no  consideraban  el 
movimiento de un lado a otro de la membrana) defendían una estructura altamente asimétrica 













buena  fortuna, el desarrollo exponencial de nuevas  técnicas y, por consiguiente, el  interés y 






de  lo  que  se  había  descrito  inicialmente  (algunas  de  las  cuales  poseen,  además,  abultados 
dominios  extra‐membrana)  aumentando,  por  tanto,  las  probabilidades  de  interacción  entre 
ellas, ejerciendo mayores perturbaciones sobre  los  lípidos, y generando  irregularidades en el 
grosor de  la bicapa  (también debidas a diferentes estructuras de  los  lípidos). Este  complejo 
entramado de  interacciones determina una difusión de  las proteínas y  lípidos de membrana 








un  carácter  reversible,  como  en  el  caso  de  algunas  proteínas  transportadoras  de  lípidos 







El estudio de  la geometría y propiedades mecánicas de  los diferentes  lípidos y proteínas que 







en  la membrana:  clatrina, dinamina, o el dominio BAR  [Bin/amfifisina/Rvs]).  La  curvatura es 
esencial para procesos en los que se requiere un cambio en la forma de la célula tales como el 





Otra  de  las  ampliaciones  al  modelo  es  la  confirmación  de  la  existencia,  bajo  ciertas 
condiciones,  de  una  migración  de  los  componentes  de  una  a  otra  cara  de  la  bicapa 
(movimiento “flip‐flop”). Sin embargo, esta migración es reducida y altamente controlada ya 
que  la  célula  necesita  mantener  la  asimetría  a  ambos  lados  de  su  membrana.  Las 
modificaciones  en  la  asimetría  se  asocian  con  una  activación  celular  (adhesión,  apoptosis, 
fagocitosis,  generación  de  vesículas…)  o  con  una  situación  patológica  (ver  sección  4.4.1.2). 
Como  se  ha mencionado  anteriormente,  la  asimetría  también  es  necesaria  para  generar  la 
curvatura intrínseca de la membrana. La velocidad de este movimiento “flip‐flop” es, respecto 
a los otros dos movimientos ya mencionados, lento y dependiente de la naturaleza, la carga, y 
la  polaridad  de  la  cabeza  del  lípido;  de  horas  a  días  para  fosfatidilcolina,  días  para 
glucoesfingolípidos complejos, y segundos para la ceramida, el diacilglicerol y los esteroles. Sin 
embargo,  pueden  mantenerse  específicamente  en  una  cara  si  son  atrapados  en  ciertos 
dominios, como le ocurre al colesterol que se enriquece en la cara externa gracias a su afinidad 
por  los  esfingolípidos,  que  a  su  vez,  dada  la  voluminosidad  de  su  cabeza  polar,  tienden  a 
colocarse  en  la  cara  externa.  Lípidos  cargados  negativamente,  como  ácidos  grasos, 
fosfoglicéridos y ácido fosfatídico, pueden migrar de cara a cara rápidamente si se neutraliza 
su carga a bajo pH o pueden acumularse en un lado según un gradiente de pH. La existencia de 
un  gran  número  de  proteínas  transportadoras  de  lípidos,  flipasas  (dependientes  de  ATP), 
flopasas, y escramblasas, confirma la importancia funcional de la asimetría lipídica. 
La asimetría de  las proteínas  integrales de membrana, por el contrario, se controla desde  la 
propia síntesis de las cadenas polipetídicas que se insertan en porciones de membrana con una 






Por  último,  los  estudios  sobre  procesos  celulares  en  los  que  las  membranas  juegan  un 
importante papel, como la fusión o fisión (interacciones membrana‐membrana), han revelado 
la capacidad de las membranas para adquirir una estructura diferente a una bicapa. De hecho, 
el  estudio  físico‐químico  de  las  disoluciones  acuosas  de  lípidos  determina  nuevas  fases 














condiciones,  adquiere  una  conformación  hexagonal  invertida  (HII)  generando  unos  tubos 
lipídicos  que  forman  un  entrecruzado  hexagonal.  Por  último,  se  habla  de  la  fase  de  cubo 
invertido  (QII)  cuando  se  forma  un  entramado  cúbico.  Esta  capacidad  de  los  lípidos  para 
organizarse en diferentes estructuras se denomina polimorfismo lipídico. 
Así mismo, la fase lamelar puede verse modificada por la temperatura y las características de 
los  lípidos que  la  forman adquiriendo dos subfases o estados: un estado de gel  (sólido)  (Lβ), 
propio de lípidos saturados a bajas temperaturas, y un estado fluido (también llamado líquido 
cristalino  o  desordenado)  (Lα  o  Ld)  en  la  que  los  lípidos  tienen  movimiento  rotacional  y 
traslacional  (desorden  de  las  cadenas  acilo).  Por  otro  lado,  las  fosfatidilcolinas  saturadas 
adoptan un estado  lamelar ondulado (Pβ) en el que estos  lípidos adquieren cierta  inclinación. 
Por último,  se ha descubierto  la existencia de una  fase  líquida ordenada  (Lo) en  la que está 
restringido  el movimiento  rotacional de  las  cadenas  carbonadas pero no  la difusión  lateral. 
Esta fase es consecuencia de las propiedades fisicoquímicas de algunos fosfolípidos saturados 
como  la  esfingomielina  (ver  sección  3.6.1.2)  y  su  interacción  con  el  colesterol.  La  fase 
ordenada  posee mayor  grosor  que  el  resto  de  la membrana  y  un  ralentizado movimiento 
lateral  fruto  de  la  alta  estabilidad  de  las  interacciones  que  la mantienen.  Ciertas  proteínas 
presentan una mayor afinidad por esta zona y un mayor tiempo de residencia, condicionando 
su  configuración,  favoreciendo  su  interacción  con otras proteínas o  lípidos  y modulando  su 






















incrustarse en  la matriz  lipídica según sus propiedades  físico‐químicas. Sobre ellas recae una 
gran  parte  de  la  función  de  las  membranas.  Pueden  desarrollar  funciones  conectoras, 
receptoras, transportadoras o enzimáticas. Asimismo, pueden clasificarse, en base a su forma 





Las proteínas  integrales de membrana  contienen  regiones  incrustadas en  la bicapa. Para  su 
separación de la membrana se hace necesaria la ruptura de la estructura lipídica. Las proteínas 
integrales pueden dividirse  en proteínas  transmembrana  y proteínas  ancladas  a  lípidos.  Las 
proteínas  transmembrana  cruzan  la membrana  una  o  varias  veces  (unipaso  o multipaso)  y 
poseen, por tanto, 3 dominios: citosólico, transmembrana y extracelular (o  intraluminal en el 
caso  de membranas  de  organelas).  Las  proteínas  ancladas  a  lípidos  pueden  encontrarse  a 








flotilina)  [124‐126]. Los anclajes del  lado extracelular  suponen  la unión covalente a un  resto 








electrostáticas entre algunas de sus regiones y  las cabezas polares de  los  lípidos constitutivos 
de la bicapa o de proteínas transmembrana. Existen motivos específicos para la unión a ciertos 
lípidos. Los motivos PH  (Pleckstrin Homology domain) permiten  la unión a  los  fosfoinosítidos 
(PIP2 o PIP3) y los motivos C2, presentes en enzimas como la proteína quinasa C, que fosforila 
proteínas activando o desactivando  su  función, o  las  fosfolipasas, que hidrolizan  los enlaces 
éster de los fosfolípidos. Muchas proteínas periféricas internas median entre el citoesqueleto y 
la membrana  confiriendo polaridad  a  la  célula  [129].  Las proteínas periféricas proporcionan 
actividad  enzimática,  sitios  de  anclaje  para  proteínas  o  moléculas  señalizadoras,  generan 
curvatura en las membranas provocando la generación de vesículas, etc. [130‐132]. 
Como se ha comentado anteriormente, la membrana presenta diferentes fases que dependen 
de  su  composición  lipídica.  La  estructura  peptídica  helicoidal más  simple  introducida  en  la 
membrana provoca la formación de fases en la bicapa. Las proteínas muestran preferencia por 
ciertas  fases de  la membrana. Esta preferencia está basada en  la  longitud de  las cadenas, su 
grado de saturación o el grupo de la cabeza de los lípidos que la forman. Una proteína que se 
ancle a la membrana por una α‐hélicelo hará preferentemente en una zona en fase líquida (L). 
Ante  las  dos  sub‐fases,  Lo  y  Ld,  una  gran  parte  de  los  péptidos  unidos  a  la membrana  se 
situarán  en  la  fase  Ld.  Sin  embargo,  en  los  últimos  años  están  apareciendo  un  creciente 
conjunto de péptidos, como  la familia de  las caveolinas o  las proteínas ancladas por GPI, que 
muestran una afinidad preferente por  la  fase Lo. Asimismo,  los motivos proteicos de unión a 
colesterol presentan  alta  afinidad por  las  regiones  ricas  en  colesterol.  Sin  embargo,  aún no 
está claro si  la afinidad se da sobre un dominio de membrana preexistente o si es  la propia 
proteína  la que  induce  la formación de una fase concreta. La  influencia de  las proteínas en  la 
membrana  podría  repercutir  en  el  comportamiento  de  la membrana  en  procesos  como  la 
formación de poros, el mantenimiento de la curvatura, la vesiculación y la tubulación mientras 













menor  medida,  oxígeno,  fósforo,  nitrógeno  y  azufre.  Como  ya  se  ha  mencionado,  se 
caracterizan principalmente por poseer una parte hidrofóbica y otra hidrofílica que les confiere 
un  comportamiento  anfipático.  La  región  hidrofóbica  está  formada  por  cadenas  alifáticas 
(carbonos e hidrógenos)  saturadas o  insaturadas. Estas partes apolares, en  solución acuosa, 
tienden  a  agregarse  expulsando  las  moléculas  de  agua  y  generando  un  espeso 
empaquetamiento estabilizado por  interacciones de Van der Walls. Por el contrario,  la región 
hidrofílica  o  polar  está  compuesta  por  grupos  funcionales  cargados  eléctricamente  que 
constituyen una superficie compacta en contacto con el medio acuoso [140]. 





Punto de  fusión proporcional a  la  longitud de  la cadena e  inversamente proporcional al 
número  de  insaturaciones  que  confiere  a  las membranas más  insaturadas  una menor 
energía de fusión. 







Un  ácido  graso  es  una  molécula  de  naturaleza  lipídica  formada  por  una  cadena 







(de  cadena  larga  o  corta),  el  número  de  insaturaciones  (saturados  o  insaturados)  y  la 




su  empaquetamiento  con  otras  cadenas  hidrocarbonadas.  Por  el  contrario,  los  dobles 
enlaces  trans  son  rectilíneos aunque  igualmente  rígidos. Asimismo, a nivel biológico,  los 
ácidos grasos pueden clasificarse en esenciales, si el organismo no  los puede sintetizar y 
deben  obtenerse  por  la  dieta,  y  no  esenciales,  si  pueden  ser  sintetizados.  El  cuerpo 
humano es  capaz de  sintetizar  casi  todos  los ácidos grasos necesarios a partir del ácido 
palmítico  (16:0), mediante su oxidación y elongación. Sin embargo, necesita  incluir en su 






Nombre  Nombre IUPAC  Estructura  Número lipídico 
Ácido cáprico  Ácido decanoico  CH3(CH2)8COOH  C10:0 
Ácido láurico  Ácido dodecanoico  CH3(CH2)10COOH  C12:0 
Ácido mirístico  Ácido tetradecanoico  CH3(CH2)12COOH  C14:0 
Ácido palmítico  Ácido hexadecanoico  CH3(CH2)14COOH  C16:0 
Ácido esteárico  Ácido octadecanoico  CH3(CH2)16COOH  C18:0 
Ácido nonadecílico  Ácido nonadecanoico  CH3(CH2)17COOH  C19:0 
Ácido araquídico  Ácido eicosanoico  CH3(CH2)18COOH  C20:0 
Ácido lignocérico  Ácido tetracosanoico  CH3(CH2)22COOH  C24:0 
 
TABLA 1.A. Ejemplos de ácidos grasos saturados. Nomenclatura tradicional, nomenclatura oficial (IUPAC: 










Nombre trivial  Estructura química  Configuración  C:D  n−x 
Ácido miristoleico  CH3(CH2)3CH=CH(CH2)7COOH  Cis  14:1  n−5 
Ácido palmitoleico  CH3(CH2)5CH=CH(CH2)7COOH  Cis  16:1  n−7 
Ácido sapiénico  CH3(CH2)8CH=CH(CH2)4COOH  Cis  16:1  n−10 
Ácido oleico  CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH  Cis  18:1  n−9 
Ácido eláidico  CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH  Trans  18:1  n−9 
Ácido vaccénico  CH3(CH2)5CH=CH(CH2)9COOH  Trans  18:1  n−7 
Ácido linoleico  CH3(CH2)4CH=CHCH2CH=CH(CH2)7COOH  Cis  18:2  n−6 
Ácido linoeláidico  CH3(CH2)4CH=CHCH2CH=CH(CH2)7COOH  Trans  18:2  n−6 




























varios  ácidos  grasos  (R´‐COOH  (ácido))  mediante  un  enlace  éster  (R´‐COOR),  solo 














de  carbono,  hidrógeno  y  oxígeno,  contienen  nitrógeno,  fósforo,  azufre  o  incluso  un 
glúcido) (Fig.8). 
 
? Los  lípidos  saponificables  simples  se  clasifican  según el peso molecular de  su alcohol en 
acilglicéridos (bajo peso molecular) y céridos (alto peso molecular). Los acilglicéridos son 
ésteres de ácidos grasos con glicerol. Dado que el glicerol posee tres grupos hidroxilo (‐OH) 
pueden  ser  monoacilglicéridos,  diacilglicéridos  o  triacilglicéridos  (triglicéridos)  según 
reaccionen  con  uno,  dos  o  tres  ácidos  grasos.  Los  triglicéridos  constituyen  la  principal 




polaridad),  una  esfingosina  o  ambos  se  clasifican  en  fosfolípidos,  esfingolípidos  o 
fosfoesfingolípidos.  
 





diacilglicerol  y  es  fuente  de  ácido  araquidónico  y  colina  (precursor  de 
acetilcolina: neurotransmisor  involucrado en  la memoria) También es  fuente 
de ácido fosfatídico (por acción de la fosfolipasa D) implicado en la formación 
de vesículas transportadoras [147].    
• Fosfatidiletanolamina  (PE):  posee  fundamentalmente  ácido  palmítico,  ácido 








exterior de  la membrana  como una  señal  superficial de muerte  celular para 
que  la  célula  sea  degradada  por  macrófagos.  Es  uno  de  los  componentes 
mayoritarios de la mielina [148]. 
• Fosfatidilinositol (PI):  al  igual  que  la  fosfatidilcolina,  es  fuente  de  ácido 
araquidónico  y participa en  la  transducción de  señales de procesos  como el 
crecimiento celular, el transporte de glucosa o la exocitosis. Se nombran según 
la  posición  de  los  grupos  fosfato.  Su  fosforilación  en  la  cara  interna  de  la 
membrana  genera  fosfatidilinositol  3‐P  (PtdIns3P)  que  regula  procesos  de 
distribución de proteínas y de señalización celular [149, 150].  
• Fosfatidilglicerol (glicerol)  (PG):  es  el  precursor  de  la  cardiolipina,  lípido 







un  enlace  amida  formando  la  ceramida  (unidad  estructural).  Se  encuentran 
fundamentalmente  en  el  tejido  nervioso,  especialmente  en  los  organismos más 
complejos.  Desempeñan  un  papel  importante  en  la  señalización  intra‐  y 
extracelular, en muchos casos a través de la formación de dominios de membrana. 
A este grupo pertenecen los glucoesfingolípidos. Los diferentes glicoesfingolípidos 
se  forman  como  combinación de unas pocas unidades  conectadas en diferentes 
combinaciones. Esto permite la generación de una gran variedad de productos sin 
la  necesidad  de  un  gran  número  de  enzimas  diferentes  (esfingomielinasas,  SM 
sintasas, glicosiltransferasas). En la superficie de las membranas, los esfingolípidos 
establecen  interacciones  entre  proteínas  de  la misma  célula,  de  células  vecinas 
(glicosinapsis)  o  de  la  matriz  celular.  Participan  en  procesos  de  fagocitosis, 
inhibición de  apoptosis,  activación de mTOR  (mammalian  target of Rapamycin), 
activación de fosfolipasa A, o síntesis de eicosanoides entre otras funciones [152]. 
 
? En  los  glucoesfingolípidos  (GSLs)  (o  glucolípidos)  el  grupo hidroxilo de  la 
ceramida se une, mediante un enlace glucosídico, a un monosacárido18 o 
aun  oligosacárido  (glucosa,  galactosa,  manosa,  fructosa,  N‐
acetilgalactosamina,  ácido  siálico…).  La  cadena  glucídica  puede  contener 
entre uno y quince monómeros de monosacárido. En las membranas, esta 





‐ Los  cerebrósidos  tienen  un  único  azúcar  unido  a  la  ceramida.  Si  el 
azúcar es glucosa se denominan glucocerebrósidos, si es galactosa se 
denominan galactocerebrósidos(característicos de  las membranas del 
tejido  nervioso).  La  galactosilceramida  es  el  principal 
glucoesfingolípido  en  el  cerebro  (23%  de  los  lípidos  de  la mielina). 
Forma  balsas  lipídicas  en  el  ER  y  juega  un  papel  importante  en  la 
diferenciación de oligodendrocitos. Si la galactosa está esterificada con 
sulfato se denominan sulfátidos. Varias proteínas como  la esfingosina 
quinasa  2  se  unen  a  sulfátidos  regulando  funciones  intracelulares 












‐ Los  gangliósidos  son  los  glucoesfingolípidos más  complejos.  Poseen 
grandes  cabezas  polares  cargadas  negativamente  formadas  por,  al 
menos,  una  molécula  de  ácido  siálico.  El  ácido  siálico  regula 
interacciones célula‐célula, modula  la actividad de  las glicoproteínas y 
otras  proteínas  de  la  superficie  celular  y  actúa  como  receptor  de 
proteínas  unidoras  de  gangliósidos,  patógenos  y  toxinas.  Los 
gangliósidos  se  concentran  en  las  terminaciones  nerviosas  de  las 
células  ganglionares  (de  ahí  su  nombre).  Representan  un  6%  de  los 
lípidos de  la sustancia gris del cerebro humano. Por  la voluminosidad 




las  células  nerviosas.  Los  gangliósidos  forman  parte  de  algunos 
dominios de membrana (ver sección 2.4.1) [154]. La secuenciación del 
genoma  de  Drosophila  ha  revelado  secuencias  similares  a  los  genes 
implicados  en  la biosíntesis de  sialoglicanos  como  la  sialiltransferasa 
(DsiaT)  que  se  expresa  únicamente  en  un  conjunto  de  neuronas 
diferenciadas del SNC  involucradas en  la unión neuromuscular y en el 




tienen  carga  a  pH  7  ni  grupos  amino  libres).  Están  implicados  en 




Una  mención  especial  merece  la  unidad  estructural  de  los  esfingolípidos,  la 
ceramida,  por  la  importancia  biológica  que  posee  por  sí  misma.  Es  un  lípido 
altamente hidrofóbico formado por dos ácidos grasos de  longitud variable (2‐28) y 
una  esfingosina.  Actúa  como  una  molécula  señalizadora  de  la  vía  de  la 







de  la  acción  de  la  esfingomielinasa  (SMasa)  sobre  la  esfingomielina,  actúa  como 
segundo  mensajero  induciendo  apoptosis.  Si  la  ceramida  es  degradada  por 
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y de  la mielina que recubre  los axones de  las neuronas. Aunque comparten con  la 
fosfatidilcolina  la  misma  cabeza  hidrofílica  (fosforilcolina)  y  dos  largas  cadenas 
hidrocarbonadas, son químicamente muy diferentes ya que no derivan del glicerol. 
La  esfingomielina  se  une  a  la  cadena  acilo  por  una  amida,  mientras  que  la 
fosfatidilcolina  lo hace mediante un enlace éster haciendo a  la primera más polar. 
Además  la  esfingomielina  posee  tanto  grupos  donadores  como  aceptores  de 
enlaces de hidrógeno mientras que  la  fosfatidilcolina contiene únicamente grupos 




curvatura de  la membrana y  la posibilidad de  interdigitación entre  las capas de  la 











pueden  hidrolizar  por  saponificación.  Son  los  terpenos,  esteroides  y  eicosanoides.  Los 
esteroides derivan del esterano. Su estructura es  rígida y plana. Un grupo hidroxilo en el 
carbono  3  define  a  los  esteroles,  de  los  cuales  el  más  importante  es  el  colesterol 
(C27H22OH). Los esteroles son,  junto con  los fosfolípidos y  los esfingolípidos, componentes 
esenciales de  las membranas, si bien  la casi exclusividad del colesterol como único esterol 
de membrana  contrasta  con  la  variedad de  lípidos de  las otras  familias.  El  colesterol no 
puede  formar estructuras  lamelares por  sí mismo pero puede  rellenar  los espacios entre 
cadenas acilo gracias a su geometría plana. El grupo hidroxilo le permite formar enlaces de 
hidrógeno con otros lípidos. Se sintetiza en el retículo endoplásmico, pasa al Golgi donde se 
combina  con  esfingolípidos  formando  complejos  que  son  transportados  a  la membrana 
plasmática. El colesterol de  la membrana también es controlado por  las  lipoproteínas que 
lo  aportan  o  retiran  en  función  de  la  concentración  requerida  [162].  La  interacción  del 
colesterol  con  los  fosfolípidos  y  los  esfingolípidos  de  la  membrana  modifica  su 
comportamiento  (ver sección 2.4). El colesterol también puede afectar a  las  funciones de 
las proteínas, bien por  interacción directa  (caveolina) o bien a  través de  los cambios que 


















líquida  a  la  temperatura  corporal  de  la  mosca  (25ºC).  A  pesar  de  contener  bajas 





aparato  de  Golgi,  donde  se  procesa,  para  dar  glicoesfingolípidos  y  cuya mutación  genera 
fenotipos de aumento de sensibilidad al estrés oxidativo y envejecimiento prematuro. Esto es 
debido a variaciones en la fluidez de la membrana provocadas por las propiedades gelificantes 





palmitoil  transferasa  (SPT)  responsable de  la etapa  limitante de  la biosíntesis de novo de  los 
esfingolípidos. El bloqueo de  la síntesis de esfingolípidos ha demostrado su  implicación en  la 
homeostasis energética,  fototransducción, desarrollo del cerebro y comportamiento. Aún no 
se  ha  conseguido  demostrar  la  relación  que  presentan  los mamíferos  entre  la  vía  de  los 
esfingolípidos y  la de  la  insulina pero sí que se han encontrado cambios transcripcionales en 
genes del metabolismo de  los esfingolípidos  (como  la esfingomielinasa ácida)  tras una dieta 
alta en glucosa [165]. 
 
Los  glicoesfingolípidos  en  Drosophila  son  ligeramente  diferentes  a  los mamíferos  (Manβ1–
4Glcβ1‐Cer  [manósido]  en  vez  de  Galβ1–4Glcβ1‐Cer  [galactósido]).  Sin  embargo,  las  moscas 
transgénicas  para  la  enzima  galactosiltransferasa  humana  que  genera  galactoesfingolípidos 
propios  de  mamíferos  muestran  un  comportamiento  normal.  Existen  12  especies  de 
glicoesfingolípidos que, al contrario que en mamíferos, no están sializadas aunque sí pueden 
ser muy  largos  llegando a contener hasta 10 residuos en una cadena  lineal  (GlcNAc, GalNAc, 
galactosa o ácido glucurónico terminal). Están  implicados en procesos como  la polaridad y  la 
adhesión,  relacionados  con  el  receptor  del  factor  de  crecimiento  epidérmico  (EGF‐R). 
Mutaciones en enzimas que catalizan  la formación de glicoesfingolípidos complejos muestran 
deficiencias en  la  inervación neuromuscular y defectos de coordinación. Las concentraciones 




sino que extraen ergoesterol de  la  levadura. Las membranas de  las moscas contienen menor 
proporción  de  esterol  que  las  de  mamíferos  (18  %  frente  a  30  %  respectivamente).  Sin 






neuroglian]) en  las membranas de varios  tejidos de Drosophila  [168‐173]. Estos dominios de 
membrana presentan  los mismos  comportamientos que  los dominios de mamíferos  ante el 







‐Actuar  como  almacenes  de  energía  y  como  reservas  de  los  componentes  de  las 
membranas gracias a su estado relativamente reducido. 
‐Constituir  los  componentes  básicos  de  las  biomembranas  (carácter  anfipático) 










Los  lípidos  saponificables  complejos,  es  decir,  los  fosfolípidos  (fosfoglicéridos)  y  los 




Aunque  es  posible  formar  con  un  único  componente  una membrana  que  actúe  como  una 
barrera  física,  las células  invierten gran esfuerzo en  la combinación de una gran variedad de 
grupos  funcionales  y  de  cadenas  alifáticas  que  resultan  en más  de  1000  especies  lipídicas 
diferentes presentes en cualquiera de las membranas de las células eucariotas [140, 176, 177]. 
Es más,  la composición  lipídica de  las membranas es específica y característica de cada  tipo 
celular,  tejido,  especie  o  tipo  de membrana.  Esto  hace  pensar  en  una  gran  especificidad  y 
funcionalidad donde cada tipo de lípido podría tener un papel esencial en las funciones de las 





de  diferente  longitud.  El  glicerofosfolípido más  común  es  la  PC  que  posee:  una  geometría 
cilíndrica  que  genera  espontáneamente  una  bicapa  plana,  e  insaturaciones  en  sus  cadenas 
hidrocarbonadas que la hacen fluida a temperatura ambiente. Por el contrario, la PE presenta 
una geometría cónica que al  insertarse entre  las moléculas de  fosfatidilcolina provoca cierta 
















ciertas  condiciones  puede  resultar  tóxica,  se  necesiten  unas  30  enzimas  diferentes  y  se 
requiera un  gran  gasto  energético  indica una  especial  importancia biológica  y por  ello  está 
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altamente  regulado  [181].  En  las membranas,  su  grupo  hidroxilo  polar  se  orienta  hacia  el 
medio  acuoso,  cerca  de  los  grupos  de  las  cabezas  polares  de  los  otros  lípidos,  y  el  anillo 
inmoviliza  las  cadenas hidrocarbonadas. El  colesterol ejerce un efecto dual en  función de  la 
composición  de  la  sección  de membrana  en  donde  se  haya  incrustado.  En  la  fase  líquido 
cristalina  favorece  el  empaquetamiento  entre  cadenas  hidrocarbonadas  al  restringir  el 
movimiento de  las  cabezas polares. Por el  contrario  rompe  las  interacciones de  las  cadenas 
hidrocarbonadas  al  insertarse  en  zonas  de  la membrana  en  fase  gel. De  tal manera  que,  a 
concentraciones determinadas, mantiene la fluidez de la membrana en situaciones de un alto 
orden  (fase  líquido  ordenada)  formando  dominios  ordenados  pero  fluidos  dentro  de  fases 
desordenadas (fases liquido desordenadas) (Fig.6) [182]. 
 
Se  piensa  que  tanto  los  esfingolípidos  como  los  esteroles,  exclusivos  de  células  eucariotas, 
podrían  estar  detrás  de  los  procesos  de  tráfico  de membranas,  también  inherentes  a  los 
eucariontes. 
 





Existe  una  gran  variedad  de  lípidos mediadores  en  la  señalización  y  reconocimiento  celular 
(procesos  tanto  intra‐  como  intercelulares). Se  liberan en  respuesta a estímulos  concretos y 
actúan a través de interacciones lípido‐proteína específicas. 
 
Ciertas  situaciones  inducen  la hidrólisis de glicerolípidos y esfingolípidos, dando  lugar a una 
serie  de  lisofosfolípidos,  con  función  transmisora  de  información.  La  hidrólisis  de  los 
glicerolípidos  por  acción  de  las  fosfolipasas  (PLA)  genera  lisofosfatidilcolina  (LPC),  ácido 
lisofosfatídico (LPA), ácido fosfatídico o DAG. Los mensajeros hidrofóbicos permanecerán en la 
membrana mientras que  los hidrofílicos  se  liberarán  al  citosol. Por  ejemplo,  la hidrólisis de 
fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (PIP2) por la enzima unida a la membrana fosfolipasa C produce 
inositoltrifosfato  (IP3)  que  se  libera  al  citosol  donde  estimula  la  liberación  de  Ca
2+  del RE  y 
diacilglicerol  que  permanece  en  la membrana  desde  donde  activa  a  la  proteínas  quinasa  C 
(PKC)  al  facilitar  su  translocación  del  citosol  a  la  membrana  plasmática.  Las  diferentes 





membrana  por  la  PLA2  son  importantes  segundos  mensajeros  implicados  en  la 
neurotransmisión [190, 191]. 
 




también  tiende  a  interaccionar  con  lípidos  saturados  de  cabeza  grande,  provocando  la 
esterificación del colesterol [192].  
 
Los  derivados  fosforilados  de  fosfatidilinosítidos  también  son  importantes  señales  y 











bicapa  (“icebergs”  flotando en un mar de  lípidos). En  los años posteriores a  la aparición del 
modelo  de  mosaico  fluido,  muchos  estudios  sobre  el  tráfico  de  membranas  sugerían  la 





estado  rodeado de polémica. Su pequeño  tamaño,  su naturaleza  fuertemente dinámica y  la 
falta  de  técnicas  que  permitan  su  observación  directa  en  células  vivas  han  dividido  a  la 
comunidad  científica  [198].  El  continuo  debate  tanto  sobre  su  existencia  como  sobre  su 
naturaleza y funciones ha redefinido y renombrado estas estructuras en numerosas ocasiones. 
Balsas  lipídicas,  dominios  de  membrana  (MD),  microdominios,  membranas  resistentes  a 
detergente (DRM), dominios ricos en glicolípidos insolubles en detergentes (DIGs), membranas 
enriquecidas en glicolípidos  (GEMs), o  complejos de baja densidad  insolubles en detergente 
tipo Triton (LDTI) son algunos de los nombres que han recibido. 
 
Originariamente, Simons and  Ikonen definen  las balsas  lipídicas  como estructuras dinámicas 
enriquecidas en colesterol y esfingolípidos en las que proteínas específicas interaccionan con la 









Caveolas”  donde  se  expuso  la  existencia  de  diferentes  clases  de  dominios  específicos  de 
tejido/célula. No solo se afirmó la existencia de dominios diferentes para cada tipo celular sino 
también  diferentes  tipos  de  dominio  dentro  de  una  misma  célula  [201,  202].  Aunque 
mayoritariamente  se  localizan en  la membrana plasmática,  también existen dominios en  las 
membranas de otros  subcompartimentos como el aparato de Golgi, o el núcleo  [203]. Cada 










mientras que  las caveolas controlarían el receptor de  la  insulina. Sin embargo, cuando ambas 





Cuando  las  caveolinas  se  integran en una balsa  lipídica, el dominio adquiere  curvatura  y  se 
invagina formando  las caveolas. Las caveolas tienen una composición  lipídica muy específica, 
con alto contenido en esfingomielina, colesterol y GM1 [204, 205]. La expresión de caveolina 
está  controlada  por  los  niveles  de  colesterol,  al  que  se  une  fuertemente  con  una 
estequiometría 1:1 [206, 207]. Las caveolinas participan en el tráfico vesicular y en procesos de 
transducción  actuando  como  proteínas  “andamio”  que  organizan  y  concentran  moléculas 
señalizadoras como Src‐quinasas, eNOS o proteínas G  [208, 209]. La  función de  las caveolas 
más estudiada es su papel como plataforma para la acción de eNOS y la síntesis de NO como 
reguladores de  la dilatación vascular. La unión de eNOS a  las caveolinas  inhibe  su actividad. 
SOD1 también aparece mayoritariamente en  los dominios de membrana ricos en caveolina a 
través de su dominio de unión a heparina (HBD) generando H2O2 extracelular que afecta tanto 
funciones celulares como  la comunicación  intercelular  [210]. También desempeñan un papel 
importante en el transporte transmembrana (endocitosis o exocitosis). La endocitosis caveolar 
participa en la regulación de la composición lipídica de la membrana, en la señalización redox y 
en  la  vía  inflamatoria  asociada  a  ella  dependiente  de  IL1β  [210].  La  incorporación  de  las 
caveolinas a  las balsas ocurre en el aparato de Golgi (donde también existen microdominios). 
Por  lo  tanto,  las  balsas  serían  los  precursores  de  las  caveolas  al  facilitar  la  inserción 
dependiente  de  colesterol  de  las  caveolinas  en  las membranas. A  pesar  de  que  no  existen 
caveolas en las neuronas, la eliminación genética de la caveolina sí que afecta a la proliferación 
de  los progenitores neurales,  lo que  indica un papel de  la proteína con  independencia de  la 





El otro  importante  tipo de dominio es el que contiene  flotilina. Flotilina‐1 y  ‐2(FLot 1 FLot2), 
son dos proteínas unidas a  la membrana por palmitoilación y miristoilación. Se encontraron 




de  neuronas,  células  gliales  y  linfocitos  T.  Como  ya  se  ha  comentado,  las  balsas  lipídicas 
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controlan  la  señalización  de  los  factores  neurotróficos  en  el  sistema  nervioso,  es  decir,  la 
actividad  de  muchos  receptores  de  factores  de  crecimiento  están  regulados  por  estos 
dominios.  Estos  receptores  se  clasifican  según  sus  diferentes  comportamientos  frente  a  las 
balsas:  receptores  componentes  intrínsecos y  constantes de  las balsas,  receptores  con poca 





tipo de  células.  Se  cree que  la  formación de  caveolas  es  constitutiva  y presente  incluso  en 
condiciones de  reposo mientras que  las balsas  lipídicas  se  forman en  respuesta a diferentes 





Hasta  el  momento  han  sido  detectadas  241  proteínas  propias  de  las  balsas  lipídicas.  Un 
número significativo de estas proteínas tienen funciones señalizadoras (quinasas y fosfatasas o 
subunidades  G)  confiriendo  a  las  balsas  un  importante  papel  en  la  coordinación  de  la 
señalización  [215].  Muchas  de  las  proteínas  de  las  balsas  presentan  modificaciones 
postranscripcionales  que  aumentan  su  afinidad  por  los  esfingolípidos  (GPI,  palmitoilación, 




Las proteínas GPI  son una de  las  familias de proteínas más  importante  en  el  campo de  los 
dominios de membranas. Muchas de estas proteínas tienen función señalizadora que depende 
de  su  presencia  en  las  balsas.  Thy‐1  y  la  proteína  priónica  (PrPc)  son  dos  proteínas  GPI 
presentes  en  las  balsas  de  las  membranas  de  neuronas  [219,  220].  Thy‐1  es  un  versátil 
modulador de  la señalización  implicado procesos como el crecimiento de neuritas, apoptosis, 
adhesión  celular,  o  regeneración  axonal  [221].  La  proteína  priónica  PrPc  está  implicada  en 
numerosas vías de señalización. Puede adquirir una conformación patológica (PrPSc) causante 
de  las  enfermedades  neurodegenerativas  priónicas.  La  unión  GPI  y  su  localización  en  los 
dominios  de membrana  por  su  interacción  a  través  de  su  dominio  N‐terminal  con  HSPGs 
(heparan  sulfato  proteoglicanos,  glicoproteínas  unidas  a  la  membrana  que  actúan  como 
moduladores  de  la  señalización  intercelular)  juegan  un  papel  importante  en  su  patológica 
conversión conformacional, su neurotoxicidad y su propagación célula‐célula [222, 223].  
 
Se  han  descubierto  otras  proteínas  también  características  de  las  balsas.  En  los  eritrocitos 
humanos,  la estomatina se encuentra en balsas diferentes a  las de flotilina colocalizando con 
proteínas del citoesqueleto como espectrina y actina [224]. MAL/BENE es una proteína que se 
encuentra  exclusivamente  en  las  balsas  de  las  células  epiteliales  lo  que  indica  que  podría 
mediar en el transporte apical. Cuando se produce la oxidación del colesterol de la membrana 
plasmática tanto BENE como caveolin‐1 se van a  los mismos compartimentos  internos  [225]. 
Por otro  lado,  la  superfamilia de  las dinaminas  comparte  la misma  función moduladora de 
52 
 





Por  lo  tanto,  las  proteínas  de membrana  podrían  clasificarse  en  función  de  su  localización 
respecto a  las balsas en:  (1) Proteínas presentes en  las balsas:  como proteínas GPI, algunas 
proteínas  transmembranas,  las  proteínas  Hedgehog,  proteínas  doble‐acetiladas  como 
proteínas Src tirosina quinasas (nonreceptor tirosine kinase Src), subunidades Gα de proteínas 
G y transportadores iónicos como el canal Kv2.1, canales de Na+, Ca2+ y Cl‐, Kir2.1, HCN4 o TRP 
[228].  (2)  Proteínas  presentes  fuera  de  las  balsas.  (3)  Proteínas  que  entran  y  salen  de  las 
balsas.  Estas  últimas  presentan  baja  afinidad  por  las  balsas,  sin  embargo,  bajo  ciertas 














de  estos  dominios.  Pertenece  a  la  familia  de  la  PLC.  Se  libera  al  espacio  extracelular 
hidrolizando de manera autocrina o paracrina la esfingomielina de la superficie celular. Puede 
incorporarse a las balsas lipídicas y generar plataformas enriquecidas en ceramida con función 
señalizadora  redox.  Cataliza  la  hidrólisis  del  enlace  fosfodiester  de  la  esfingomielina 
produciendo  ceramida  y  fosfato de  colina.  Se  encuentra  en  vesículas  secretoras  (lisosomas) 
que se fusionan con la membrana en respuesta a ciertos estímulos. La liberación de ROS es un 
prerrequisito para  su  activación. Un posible mecanismo  sugiere que  los ROS modificarían o 






 El  colesterol  en  estas  balsas  realiza  las  mismas  funciones  que  en  las  balsas  clásicas  de 
esfingomielina, espaciando  las cadenas hidrocarbonadas de  las ceramidas mientras estabiliza 
la  balsa  en  su  conjunto.  De  hecho,  la  ASMase  hidroliza  esfingomielina  liberando  colina  sin 






Los  dominios  enriquecidos  en  glucoesfingolípidos  (GSL)  se  denominan GEMs  (GSL‐enriched 
microdomains) o glicosinapsis. Son  importantes en procesos de adhesión celular y  respuesta 
inmunológica  [230].  También  afectan  a  la  diferenciación  del  SNC  y modulan  el  receptor  de 
factor de crecimiento y el receptor de  la insulina. El globósido Gb5, gangliósido más simple, y 
su  derivado  GM1  son  característicos  de  este  tipo  de  dominios.  Como  ya  se  comentó,  los 
gangliósidos son abundantes en muchos compartimentos subcelulares y regulan  la activación 
de las proteínas presentes en las balsas de sus membranas. Existen dominios ricos en GM1en 
la  membrana  nuclear,  donde  se  asocia  con  el  intercambiador  Na+/Ca2+  potenciando  su 
capacidad para introducir Ca2+ en el núcleo (Tabla 2) [163]. Se han encontrado balsas lipídicas 
en  membranas  intracelulares  del  retículo  endoplásmico,  aparato  de  Golgi,  endosomas, 
lisosomas e incluso, aunque de manera más controvertida, en mitocondrias. Los esfingolípidos 
y esteroles aumentan a lo largo de la ruta biosintética. En el aparato de Golgi desempeñan una 
importante  función  en  la  clasificación  de  moléculas.  Las  proteínas  GPI  se  asocian  a  las 
membranas resistentes a detergente durante su paso por el aparato de Golgi. También existen 
proteínas GPI unidas a  los dominios del ER: desequilibrios en  los dominios de ER afectan al 
plegamiento  de  la  proteína  priónica  causante  de  las  enfermedades  neurodegenerativas 
priónicas. Las balsas lipídicas en los endosomas y los lisosomas juegan papeles importantes en 
la  formación,  internalización y reciclaje endosomal. Las balsas aumentan en  los  lisosomas en 
los pacientes con enfermedades  lisosomales. En  las mitocondrias, ciertas  señales de muerte 














































sobre el papel de  los  lípidos en  la  formación de estos dominios  [210]. Una de  las corrientes 
defiende que los dominios se forman a partir de las interacciones proteína‐proteína [236]. Las 
proteínas  serían  atrapadas  por microdominios  interconectados  generados  por  interacciones 
proteína‐proteína  y  probablemente  estabilizados  por  proteínas  andamio.  La  corriente 




con  los  lípidos  [237]. Finalmente aparece una corriente basada en “The  Induced‐Fit Model of 
Raft Heterogeneity” que acepta que la asociación de proteínas en las balsas puede afectar a su 
contenido  lipídico y viceversa  [238, 239]. Es por esto que, en el simposio de Keystone “Lipid 
rafts  and  cell  function”de  2006,  las  balsas  lipídicas  se  rebautizaron  como  balsas  de 
membrana19  (evitando así el protagonismo de  los  lípidos)  [240]. Las balsas de membrana se 
definieron como: pequeños dominios, altamente dinámicos, ricos en esteroles y esfingolípidos 
que  compartimentan  los  procesos  celulares.  Esta  revisada  definición  también  considera  y 
agrupa las heterogeneidades de membrana que no corresponden con las características de las 
balsas  como  un  tipo  de  dominio  no‐raft.  Estas  heterogeneidades  poseen  diferente 








exclusión  de  material  (p.  ej.  colesterol)  por  parte  del  otro  y,  por  lo  tanto,  el  estudio  y 
entendimiento  de  los  dominios  no‐rafts  podrían  arrojar  información  sobre  los  dominios 
"rafts". 
 
Con  la  aceptación  de  estos  nuevos  dominios  se  hace  necesaria  una  estratificación  de  la 
información colocando por encima a los microdominios como definición general y a las balsas 
lipídicas o balsas de membrana como un tipo de microdominio. Contreras y sus colaboradores 
definen  los microdominios  como  compartimentos  de membrana  de  diferente  composición 
que modulan las funciones enzimáticas de las proteínas de membrana. Y a las balsas como los 
microdominios dependientes de esterol y esfingomielina que forman una red de interacciones 
lípido‐lípido,  lípido‐proteína  y  proteína‐proteína  implicados  en  la  compartimentalización  de 
procesos en las membranas biológicas [242]. 
 
En  esos  años,  y  por  si  no  era  suficiente  el  caos  provocado  por  la  gran  cantidad  de  nueva 
información  y  el  cambiante debate  sobre  su denominación,  la  sección  científica más  crítica 
cuestiona  la  existencia  de  los  dominios  en  su  totalidad,  considerándolos  artefactos  de  las 
técnicas utilizadas, debido a la imposibilidad de estudiarlos en células vivas, o a la obtención de 
diferentes  resultados  según  la  técnica  utilizada.  Es  por  esto  que  en  los  últimos  años  se  ha 

















se  aplicó  en  los  años  70  al  aislarse  por  primera  vez  unas  regiones  de membrana  ricas  en 
colesterol,  esfingomielina  y  gangliósidos.  La  técnica  se  basa  en  la  alta  estabilidad  de  las 
interacciones que se forman entre el colesterol,  la esfingomielina y  los glucoesfingolípidos de 
la cara externa de las membranas, junto con las que se dan entre el colesterol y los fosfolípidos 
saturados  de  la  cara  interna.  Como  se  comentó  en  secciones  anteriores,  la  posibilidad  de 
formar enlaces de hidrógeno y el carácter  insaturado,  longitud y asimetría de  las cadenas de 
esfingomielina  permiten  la  formación  de  fases  líquido‐ordenadas  (ver  Fig.6)  y  una 





del  tipo  de  detergente  y  de  la  temperatura,  obteniéndose  diferentes  resultados  según  las 
características del detergente  y  la  temperatura utilizadas en  la  extracción  [249]. En  algunas 
ocasiones se han obtenido mezclas de resultados propios de regiones solubles e  insolubles a 
detergentes.  Esta  variabilidad  de  resultados  podría  deberse  a  la  disolución  específica  de 
diferentes tipos de balsas, o mezclas de ellas por parte de cada detergente y a la necesidad de 
condiciones muy  específicas  y  controladas  para  que  la  extracción  sea  correcta. Otra  teoría 
sugiere que  las balsas no están estrictamente definidas en sus bordes  [250], sino que existe 
cierto  gradiente  no  tan  resistente  al  detergente,  de  tal manera  que  las  proteínas  que  se 
encuentran en esta zona no serán igualmente extraídas. Por otro lado, se ha acusado al propio 
detergente  de  ser  el  generador  de  dominios  artefactuales  no  existentes  en  la  realidad 
biológica. La confirmación de  los resultados obtenidos por esta técnica con  los obtenidos por 
otras (extracción de regiones insolubles en modelos de membranas sintéticas de lípidos puros, 
o  el  estudio  de  proteínas  GPI)  y  la  repetitividad  obtenida  bajo  condiciones  estrictas  de 
concentración de detergente y  temperatura  [239, 251‐253] han hecho que  la extracción con 
detergentes sea una técnica actualmente aceptada y ampliamente utilizada, aunque siempre 






















a  una  determinada  concentración  (concentración  micelar  crítica),  forma  pequeñas  micelas.  Los 
monómeros de detergente en  solución penetran en  las  regiones de  la membrana de  fase  fluida y  las 
disuelven  formando  pequeñas micelas mixtas  ricas  en  detergente  y  proteínas,  dejando  inalterada  la 




Desde  un  punto  de  vista  constructivo,  la  diferencia  en  los  resultados  obtenidos  con  los 
diferentes detergentes podría ser una gran fuente de información además de una herramienta 
de mayor especificidad para el aislamiento y estudio de los diferentes dominios de membrana. 
S.  Schuck  y  sus  cols.  analizaron  la  composición  lipídica  de  los  dominios  aislados  con  los 
diferentes detergentes [259]. Este estudio reveló que  los dominios  insolubles en Triton X‐100 
están enriquecidos en esfingolípidos y colesterol respecto a  la cantidad de glicerofosfolípidos 
(coincidiendo con  la definición  tradicional de balsa). Por el contrario,  los dominios extraídos 













agente  solubilizador  por  sonicación  o  cambios  de  pH,  a  los  que  también  son  resistentes 
algunos  tipos  de  dominios  [219,  261].  Sin  embargo,  estas  técnicas  alternativas  no  son 




Otra  técnica utilizada para  la  confirmación de  la existencia de  las balsas  y  su  función, es el 
estudio  de  la  respuesta  celular  que  provoca  la  ruptura  de  las  balsas  al  utilizar  diferentes 
compuestos  como:  metil‐β‐ciclodextrina  (MβCD),  filipina  III,  colesterol  oxidasa  (CHOX)  y 
mevastatina. La alta afinidad de unión de MβCD al colesterol  induce  la salida del  lípido de  la 
membrana plasmática destruyendo  la estructura de  las balsas [263, 264]. La filipina  III forma 
complejos  con  colesterol en  las membranas,  con  similares  consecuencias  [264]. A  su vez,  la 
mevastatina es una reductasa que interfiere en la síntesis de colesterol [264, 265]. La ruptura 






de  las  células  vivas  dado  su  reducido  tamaño  y  dinamismo,  se  ha  recurrido  a  técnicas 
alternativas que aportan  información parcial sobre  las balsas. Para estudiar  las  interacciones 
lípido‐lípido en  las balsas  se han utilizando  simulaciones de dinámica molecular  [269‐275]  y 
membranas artificiales,  formadas por un número  controlado de especies  lipídicas  [158, 276, 
277]. Gracias a estos estudios se ha confirmado y caracterizado  la existencia de  interacciones 
específicas  entre  varias  clases  de  lípidos  y  especies moleculares,  que  apoyan  la  teoría  de 
regiones de membrana de específica composición y fase. En estos modelos de membrana,  la 
esfingomielina  y  el  colesterol  son  componentes  críticos  para  la  formación  de  fases  líquidas 





proteína  de  las  balsas  como  la  cristalografía  de  rayos  X,  cristalización  electrónica, 




su entorno  lipídico,  las configuraciones de  las cadenas acilo, el número de uniones a  lípidos 
(tiempo de residencia), la fuerza de las interacciones, su dinamismo, etc. 
 
En  los últimos años se ha utilizado el marcaje de  lípidos con especies fluorescentes  (como  la 
toxina colérica que se une al gangliósido GM1), fotoactivables (microscopía de localización por 






más  enriquecidas  en  balsas  lipídicas  (tales  como  la  membrana  de  los  filopodios  de  los 
macrófagos, los puntos de adhesión celular o de contacto célula‐célula).  
 
El  desarrollo  de  nuevas  tecnologías  tanto  en  microscopía  como  en  espectroscopía21  está 
aportando  cada  vez más  resultados  que  permiten  confirmar  la  existencia  de  las  balsas  en 
células vivas [284]. En los últimos años se han desarrollado técnicas para el análisis cualitativo 
y cuantitativo de lípidos [176, 285] como la espectrometría de masas cuyos resultados resultan 
esenciales  para  la  completa  caracterización  y  entendimiento  de  estas  controvertidas 
estructuras (Fig. 12). 
 
Sin  embargo,  el  mayor  obstáculo  continúa  siendo  la  falta  de  herramientas  (biológicas  y 
moleculares)  que  confirmen  las  interacciones  a  nivel  específico  de  especies  moleculares 
lipídicas.  Tampoco  existen métodos  equivalentes  a  la  generación de mutantes nulos, o  a  la 
introducción de mutaciones para manipular las especies lipídicas de forma individual en células 





21scanning probe microscopy (SPM), atomic force microscopy, single-particle tracking (SPT), fluorescence 
correlation spectroscopy (FCS), fluorescence resonance energy transfer (FRET), and fluorescence photoactivation 













Se  han  sugerido  múltiples  funciones  de  los  dominios  de  membrana,  especialmente  la 





En  lo que  respecta al control de  la polaridad de  las membranas,  los dominios mantienen un 
orden y un transporte de lípidos y proteínas hacia y por las membranas. Esta polaridad es muy 
importante en  las neuronas,  las células epiteliales y  los neutrófilos. En  las neuronas generan 
diferentes áreas donde se agrupan, por un  lado,  las proteínas encargadas de  la exocitosis de 
neurotransmisores  y  por  otro,  los  receptores.  Además  controlan  la  plasticidad  sináptica  al 
estabilizar  los puntos de  contacto  entre  las neuronas  y  sus dianas.  Igualmente  controlan  la 
polaridad de  las células epiteliales dirigiendo  las diferentes trayectorias de  los productos que 
salen del Golgi  [289].  En  los neutrófilos,  controlan  su polarización durante  la migración.  En 
ellos, la región delantera de la membrana (insoluble en Triton X100) es una gran balsa lipídica 




















axones,  el  tráfico  de  vesículas  o  la  función  neuronal  en  general.  Su  presencia  tanto  en 
neuronas  como  en  glía  es  crítica  para  el  normal  funcionamiento  del  cerebro,  uno  de  los 
órganos  con mayor  componente  lipídico  [294‐296].  Controlan  el  proceso  de  apoptosis,  la 
activación de muchas quinasas, como SRC, JNK… [297], y forman plataformas de señalización 
redox  que  favorecen  la  unión  de  las  subunidades  NADPH  oxidasa  y  su  activación  [210]. 
Conectan  a  las  células  con  el  metabolismo  de  las  lipoproteínas,  promueven  una  fusión 




células  hematopoiéticas,  especialmente  en  linfocitos  y mastocitos,  y  regulan  la  proteólisis 
intramembranal de proteínas  transmembrana  (precursor β amiloide ErbB4, Delta1,  Jagged2, 
cáncer colorectal, p75 neurotrofin receptor) [300, 301]. 
 
Una  teoría  emergente  sugiere  que  la  formación  o  estabilización  de  las  balsas  ocurre  en 
respuesta a una estimulación; las balsas actuarían entonces como un gran receptor. Las balsas 
en  condiciones  basales  (células  no  estimuladas),  si  existieran,  serían  muy  pequeñas 
(nanoescala).  La  aparición,  en  respuesta  a  un  estímulo,  de  receptores  de  superficie  y  otras 
moléculas  con gran afinidad a  las balsas  incrementarían el  tamaño y  la estabilidad de estas 
balsas  o  incluso  las  generarían  [302].  Según  esta  teoría,  la  membrana  en  situación  basal 
poseería una  composición muy  cercana  a  la necesaria para que  se diera una  separación de 
fases, pero  sin  llegar a producirse hasta  la aparición de algún estímulo. Esta  situación  límite 
otorgaría a  la membrana una alta  sensibilidad y velocidad de  respuesta dado que pequeñas 














de  proteínas  y  organelas  a  través  de  su  degradación  en  el  lisosoma,  manteniendo  así  la 
homeostasis celular [303]. Junto al proteasoma son  los dos grandes sistemas de degradación 
macromolecular. El proteasoma es responsable de  la degradación de proteínas marcadas con 
ubiquitina  tanto  en  el  citosol  como  en  el núcleo.  Sin  embargo  su  capacidad degradativa  es 
limitada debido a  sus  características estructurales.  La autofagia, por el  contrario, permite  la 
degradación de grandes  componentes  celulares  incluyendo organelas  completas. El material 
deteriorado,  sobrante o potencialmente  reciclable  se aísla en vesículas de doble membrana 
(autofagosomas)  de  unos  300  a  900nm  de  diámetro  que  se  fusionan  con  los  lisosomas 
(autofagolisosoma) donde será degradado y reciclado. La autofagia ocurre en todas las células 
eucariotas y forma parte de sus procesos naturales como un sistema de control. Sin embargo, 
también  se  activa  en  respuesta  a  ciertas  situaciones  de  estrés.  La  autofagia  participa  en  el 






aportado  mayor  cantidad  de  información  molecular  sobre  el  proceso.  A  partir  de  su 
implicación  en  el  desarrollo  embrionario  ha  pasado  de  ser  un mero  proceso  degradativo  a 
convertirse  en un  campo  de  gran  interés  y  evolución. Drosophila melanogaster  también ha 
resultado ser una eficiente herramienta en el estudio de la autofagia dada la alta conservación 
de  los  genes  involucrados  [305].  Inicialmente  los  estudios  se  centraron  en  los  primeros 
estadios  de  la  autofagia  desentrañando  los  mecanismos  moleculares  implicados  en  la 
formación del autofagosoma. Sin embargo, actualmente son los pasos finales y en concreto el 
papel  de  los  lisosomas,  como  última  estación  del  proceso  autofágico,  los  que  focalizan  la 
atención  científica  [306].  La  autofagia  se  ve  alterada  en  muchas  enfermedades 
neurodegenerativas y en el envejecimiento además de jugar un importante papel en la muerte 
celular programada siendo, en muchos casos, esencial para una eficiente apoptosis [307]. 
Según  la vía de  llegada del material a degradar al  lisosoma se han definido varios  tipos de 
autofagia (Fig.13). 
 
En  la microautofagia  la membrana del  lisosoma rodea al material citoplasmático  formando 










En  la  macroautofagia  el  material  citoplasmático  a  degradar  se  envuelve  con  una  doble 




el  lisosoma. La formación del autofagosoma se  induce por  la conjugación de  la fosfoinositol 
3‐quinasa  (PI3K)  y  el  gen  beclina‐1.  La  macroautofagia  en  respuesta  a  un  daño  puede 
inducirse por varias vías. Sin embargo, el paso común es  la conjugación covalente de Atg8 
(LC3‐I)  a  una  fosfatidiletanolamina  que  lo  anclará  a  la  membrana  en  formación.  La 



























 El  origen  de  la  membrana  que  secuestra  los  sustratos  a  degradar  es  uno  de  los  puntos 





dependiente del estado de  la célula, de  las condiciones que  inicien  la autofagia e  incluso del 
tipo celular. 
La formación de la membrana autofágica y su elongación requieren dos eventos en paralelo: 







regulando  su  crecimiento  y  tamaño  [326].  La  lipidación  de  Atg8  es  un  proceso 
dependiente  de  la  curvatura  de  la  membrana  [327].  Atg8  permanecerá  unido  al 









Rab.  p62  será  atrapado  dentro  del  autofagosoma  donde  se  degradará.  Es  por  ello  que  la 
monitorización  de  los  niveles  de  esta  proteína  permite  estudiar  el  desarrollo  de  los  pasos 
finales del proceso de degradación [329]. 
 
Inicialmente  se  pensó  en  la  autofagia  como  un  mecanismo  de  degradación  poco  o  nada 
específico.  Sin  embargo,  los  constantes  avances  en  este  campo  indican  un  alto  grado  de 
selectividad. Se considera  la existencia de una autofagia no selectiva activada en situación de 
hambruna que ayudaría a la célula a sobrevivir temporalmente proporcionando energía por la 
degradación  de  parte  del  citosol.  Por  el  contrario,  la  autofagia  selectiva  (o  específica  de 
sustrato) sería el mayor sistema de control de calidad de  la célula. La autofagia específica de 
sustrato  es  un  importante mecanismo  de  eliminación  de  agregados  proteicos  y  organelas 
dañadas, productos de muchas enfermedades. Está mediada por el marcaje con ubiquitina del 
sustrato  a  degradar.  El  material marcado  será  reconocido  por  adaptadores  proteicos  que 
contienen  un  dominio  de  reconocimiento  y  unión  a  Atg8que  lo  dirigirán  hacia  el 
autofagosoma.  p62  (también  llamado  Sequestosome1,  SQSTM1),  NBR1,  NDP52,  Nix, 
optineurin y Stbd1 son los seis receptores encontrados en mamíferos hasta el momento de los 
cuales únicamente se ha encontrado homólogo en Drosophila para p62 [305]. p62 se une a la 
proteína  Atg8  que  se  encuentra  en  el  autofagosoma  en  formación  conectando  el  sustrato 
específico  a  degradar  con  la  vía  de  la  autofagia  [330].  La  acumulación  de  proteínas 
ubiquitinadas por deficiencias del proteasoma provoca  la agregación de proteínas aberrantes 
junto a proteínas de unión a ubiquitinas  como p62. Esta acumulación de p62 promueve un 




proteólisis mediada por proteasoma y  la autofagia  [331].  Los niveles de p62  retroalimentan 
inversamente la autofagia. Bajas cantidades de p62 incrementan la autofagia, lo que reduciría 
aún más  la expresión de p62 manteniendo una activación constante  (autofagia basal)  [332]. 
Altas  concentraciones  de  p62  reducen  la  autofagia,  lo  que  provoca  un  incremento  de  su 
expresión  [333].  A  su  vez,  tanto  la  disminución  como  la  acumulación  de  p62  dificultan  la 
degradación de sustratos por el proteasoma. Niveles elevados de p62 bloquean el proteasoma 
redirigiendo la carga hacia los lisosomas. De la misma manera, grandes acúmulos de proteínas 
defectuosas también podrían  impedir  la correcta actividad del proteasoma. Por  lo tanto, p62 
promueve la autofagia selectiva de proteínas, agregados proteicos, organelas y bacterias (Fig. 
15)  [334‐336].  Las  células  con  autofagia  deficiente  presentan  inclusiones  que  son  positivas 
para  ubiquitina  y  p62  [337,  338].  Este  tipo  de  autofagia  juega  un  importante  papel  en  las 












los  agregados  proteicos  ubiquitinados  a  los  autofagosomas  incrementando  la  autofagia 
selectiva.  De  la  misma  manera  la  inhibición  o  el  bloqueo  de  la  autofagia  provocan  la 





Una  vez  formado,  el  autofagosoma  será  dirigido  a  través  de  los  microtúbulos  hasta  un 
lisosoma  con  el  que  se  fusionará.  Este  proceso  está  controlado  por  elementos  del 
citoesqueleto,  por  proteínas  de  membrana  del  lisosoma  y  del  autofagosoma  y  por  la 
composición lipídica de sus membranas [345]. 
 






La macroautofagia está  regulada por  la  serina/treonina quinasa mTOR  (target of  rapamycin) 
que  a  su  vez  regula  la  actividad  de  proteínas  fosfatasas  que  actúan  sobre  activadores 
transcripcionales  que  modulan  la  autofagia.  La  falta  de  alimentos  o  el  tratamiento  con 
rapamicina  (antibiótico macrólido  antifúngico  e  inmunosupresor)  inhiben  la  vía de  TOR que 
activa  unas  quinasas  que  favorecen  la  afinidad  deAtg13  por  Atg1  poniendo  en marcha  el 
proceso autofágico  [346]. Por el contrario,  la activación de TOR ante el exceso de nutrientes 
(aminoácidos,  insulina)  mantiene  hiperfosforilada  a  Atg13  debilitando  su  unión  a  Atg1, 





a  través  de  la  fosforilación  de  Atg1  y  Atg13  [350].  Algunas  hormonas  específicas  también 
consiguen  modular  la  actividad  autofágica  celular  [351].  El  tamaño  y  la  cantidad  de 
autofagosomas  formados  están  controlados,  al menos  en  parte,  por  los  genes Atg8  y Atg9 
respectivamente. Atg8 podría estar sensando el tamaño del material a degradar y controlando 
la  curvatura  de  la membrana  a  través  de  sus  interacciones  con  p62  y  PE.  Atg9  (única  Atg 














su  tamaño  (entre  0,1‐1,2  μm)  varían  entre  tipos  celulares  y  entre  lisosomas de una misma 
célula. Se han identificado más de 40 enzimas lisosomales con actividad hidrolítica a pH ácido. 
La membrana lisosomal mantiene a estas destructivas enzimas separadas del resto de la célula 
además  de  generar  y  controlar  las  condiciones  óptimas  para  su máxima  efectividad.  Una 
proteína transmembrana, la bomba de protones vacuolar [V‐ATPasa], transporta protones del 
citosol  al  interior del  lisosoma hasta establecer un pH de 4,8  [354]. A  este pH,  las  enzimas 
lisosomales pueden degradar proteínas, lípidos, y otras moléculas provenientes de la autofagia 
o  directamente  del  citosol  transportadas  al  interior  del  lisosoma  por  proteínas 
transmembranas,  y  digerir  bacterias  y  otras  macromoléculas  que  entran  en  la  célula 
por fagocitosis u otros procesos de endocitosis.  Las proteínas de  la membrana del  lisosoma 
están altamente glicosiladas haciéndolas resistentes a la degradación. Los residuos resultantes 
de  la hidrólisis  lisosomal se  liberan al citosol, por difusión directa a través de  la membrana o 
por medio  de  proteínas  transportadoras,  permitiendo  el  reciclaje  de material  orgánico  y  la 
continua  renovación  de  los  orgánulos  celulares  [355,  356].  El  material  que  ya  no  puede 
continuar  degradándose  ni  tampoco  volver  al  citosol  forma  los  denominados  cuerpos 
residuales;  si  no  son  exocitados,  se  van  acumulando  en  los  lisosomas  convirtiéndose  en 
marcadores  de  envejecimiento  celular.  Un  ejemplo  de  estos  cuerpos  residuales  son  los 
acúmulos  de  lipofuscina:  agregados  fluorescentes  de  proteínas,  lípidos  y metales  oxidados 
[357]. 
 
Recientemente  se  han  definido  tres  tipos  (o  tres  estados)  de  lisosomas:  Los  lisosomas 
convencionales que mantienen  la  clásica  función  digestiva  intracelular; un  tipo de  lisosoma 
que se fusiona con la membrana plasmática y secreta su contenido al medio extracelular; y un 
tercer  tipo  de  lisosomas  que  ejercería  ambas  funciones,  fusionándose  con  la  membrana 
plasmática  y  reparando  sus  áreas  dañadas.  El  estudio  de  los  lisosomas  ha  ampliado  su 
definición  pasando  de  ser  únicamente  vesículas  digestivas  a  parte  importante  de  la 
68 
 









inducción  de  la  autofagia  en  situaciones  de  ayuno  [362].  El  factor  de  transcripción  TFEB 
(Transcription  factor  EB)  activado  en  situaciones  de  ayuno,  es  un  elemento  regulador 
fundamental común a la autofagia y a la formación de lisosomas [363‐365]. 
La formación de novo del  lisosoma comienza con  la salida, desde el aparato de Golgi, de una 
vesícula  cargada  de  enzimas  hidrolíticas  a  la  espera  de  fusionarse  con  otras  vesículas  y 










en  la  célula a  través de un  receptor  (endocitosis mediada por  receptor) o de  forma 
inespecífica. 
• Autofagolisosomas: producto de  la  fusión de un  lisosoma primario con una vesícula 
















Los  lisosomas están  implicados en gran variedad de procesos celulares, muchos de  los cuales 
están  relacionados  con  la  digestión  de materiales.  Son  elementos  clave  en  el  reciclado  de 
componentes celulares por autofagia ya que son  los responsables del correcto desenlace del 
proceso  autofágico. Asimismo,  son  centros  de  obtención  de materiales  esenciales  bien  por 
digestión intracelular de material ingerido por endocitosis (como la extracción de colesterol de 
las LDL) o bien por  fagocitosis  [368]. Resultan una herramienta esencial en  la  reparación de 
membrana dañada y en  la eliminación de mielina y detritus  intra‐ y extracelulares generados 
en  situación  de  daño.  Son  responsables  de  la  liberación  de  la  hormona  tiroidea  por 
degradación  de  la  tiroglobulina  de  los  endosomas.  Por  último,  participan  en muchos  otros 










capturados  por  los  receptores  de membrana M‐6‐P  y  transportados  al  lisosoma mediante 
vesículas  cubiertas  con  clatrina22  [373].  Tras  la  fusión  de  estas  vesículas  con  la membrana 
lisosomal,  el  pH  ácido  del  interior  del  lisosoma  rompe  la  unión  de  las  enzimas  con  sus 
receptores. La enzima libre estará preparada para realizar su actividad hidrolítica mientras que 
el  receptor volverá al Golgi donde  se  reutilizará. De esta manera  los  lisosomas  se  llenan de 




Uno de  los  tipos de enzimas  lisosomales más  importantes  son  las  fosfolipasas, gracias a  las 
cuales  los  lisosomas  juegan  un  papel  crucial  en  el  metabolismo  lipídico.  La  fosfolipasa  A 
(actividad  a  pH  ácido,  independiente  de  Ca2+)  actúa  sobre  gran  variedad  de  sustratos 
fosfolipídicos. Para  realizar  su  función necesita  generar  interacciones electrostáticas  con  los 
lípidos cargados negativamente presentes en la membrana lisosomal o endosomal [375, 376]. 
La  fosfolipasa C  se une  a  la membrana por  sus dominios de unión  a  lípidos PH  y C2 desde 
donde hidroliza  fosfatidilinositolbifosfato  (PIP2) generando  IP3  y DAG.  La  fosfolipasa D actúa 
específicamente  sobre  la  fosfatidilcolina.  En  respuesta  a  ciertos  estímulos  se  traslada  a  la 
membrana plasmática. La fosfolipasa D1 regula el flujo de la autofagia a través de cambios en 





de  reciclaje perinuclear23  (ERC), o  transportadas a endosomas  tardíos  [378]. Las  fosfolipasas 
que  liberan de  su  anclaje  a estas proteínas  también  se han encontrado en  los dominios de 


















gran parte, en  los  lisosomas [380]. Otras dos enzimas  lisosomales,  la tioesterasa palmitoilada 
(PPT1)  y  la  prenilcisteinaliasa  (PCL)  están  especializadas  en  la  hidrólisis  de  proteínas  de 
membrana palmitoiladas y preniladas  (también unidas a dominios de membrana)  [381]. Esta 
especificidad frente a proteínas altamente relacionadas con los dominios de membrana señala 
a  los  lisosomas como posibles puntos de destino de estas estructuras membranales y de  las 
proteínas que contienen. 
 
De entre  las proteasas presentes en el  lisosoma, cabe destacar  las catepsinas. Pueden cortar 
las proteínas por un residuo de cisteína, serina o aspartil y están  implicadas en varias vías de 
muerte  celular  y  daño  de  la membrana  lisosomal  [374,  382,  383].  Un  incremento  de  ROS 
puede  provocar  la  permeabilización  de  la membrana,  la  salida  de  catepsina  D  al  citosol  e 
inducir apoptosis [384]. 
 





Además  de  las  enzimas  hidrolíticas,  y  las  bombas  que  mantienen  el  pH,  los  lisosomas 
contienen otras proteínas,  la mayoría glicosiladas, unidas a  la membrana  y muchas de ellas 
relacionadas  con  el  transporte  de  lípidos  [386].  Estas  proteínas  alcanzan  la membrana  del 
lisosoma por endocitosis de la superficie celular o a través de vesículas de clatrina procedentes 
de  trans Golgi  [387]. NPC1  (Niemann‐Pick  disease  type  C1)  es  una  glicoproteína  integral de 
membrana ligada a la homeostasis de los gangliósidos. NPC2 juega un papel esencial en el flujo 
de colesterol  [388]. Ambas están  involucradas en  la enfermedad de Niemann‐Pick  tipo C. La 
proteína  endosomal MLN64  (Metastatic  Lymph Node  64,  también  llamada  StarD3)  y ORP1L 
(Oxysterol  binding  protein‐Related  Protein‐1)  son  dos  proteínas  de  la  cara  citosólica  de  los 
endosomas tardíos también involucradas en el transporte de esteroles [389]. La Pdro (Proteína 









de  los  enzimas  que  encierra.  Contiene  enzimas  hidrolíticas,  proteínas  que  controlan  el  pH 
interno y proteínas que  transportan  los productos  iniciales o  finales de  la digestión dentro o 
fuera del  lisosoma. La membrana  limitante del  lisosoma  (y  también del endosoma  tardío), a 
pesar  de  contener  poco  colesterol,  presenta  microdominios  resistentes  a  detergente  (ver 
sección  2.4.3).  La  falta  de  colesterol modifica  las  propiedades  del  lisosoma  y  disminuye  la 









Los  lisosomas  pueden  tener  varias  membranas  intra‐lisosomales  ricas  en  colesterol  y 
BMP/LBPA. Los cuerpos multivesiculares (MVBs) son un tipo de endosoma tardío que contiene 
múltiples  vesículas  en  su  lumen.  La  acumulación  de  membranas  internas  comienza  en  el 
endosoma  temprano.  La membrana  limitante  se  invagina  hacia  el  lumen  del  endosoma  y 
seguidamente se separa  [395]. Es necesaria  la presencia de PI3P y otros complejos proteicos 
que se unen a los dominios de membrana resistentes a detergente para liberar las vesículas, ya 
que catalizan  la escisión de  los cuellos de  las  invaginaciones. Por  lo  tanto  las balsas  lipídicas 
juegan  un  papel  importante  en  el  proceso  de  invaginación.  La  existencia  de  diferentes 
membranas internas indica diferentes funciones dentro del endosoma/lisosoma [377].  
 
Cuando  los MVBs  se  fusionan  con  la membrana plasmática  se  liberan  al medio extracelular 
pequeñas vesículas (40‐100nm de diámetro) denominadas exosomas. Sus membranas también 
poseen  dominios  de  colesterol,  esfingolípidos,  ceramida  y  glicerofosfolípidos  con  cadenas 









Las  membranas  de  los  lisosomas  pueden  fundirse  con  las  membranas  de  diferentes 
compartimentos  celulares  como  los endosomas  tardíos, autofagosomas,  fagosomas o  con  la 
propia membrana plasmática. El mecanismo de  fusión depende de ciertas proteínas  (SNAPs, 
SNAREs  (presentes  en  balsas  lipídicas),  Rab7,  sinaptotagmina  VII  o  calmodulina  y  lípidos 
reguladores (ergosterol, diacilglicerol, ácido fosfatídico, fosfatidiletanolamina y fosfoinosítidos 
(PI(3)P  y  PI(4,5)P2)  [398].  Los  lisosomas  se  fusionan  con  la  membrana  plasmática 
proporcionando membrana extra para su reparación. Para ello es necesaria la eliminación de la 
membrana  lesionada por endocitosis dependiente de dinamina (GTPasa),  la cual promueve  la 













esfingomielinasa  ácida  lisosomal  al  exterior  de  la  célula.  Esto  indica  que  la  formación  de 
ceramida es necesaria para la internalización de la membrana dañada [377, 399, 400]. 
 
En  la macroautofagia,  el  contenido  lipídico  tanto  en  el  autofagosoma  como  en  el  lisosoma 
también modula la fusión vesicular. Cambios en el contenido de colesterol, la acumulación de 
lípidos  en  el  lisosoma,  o  los  cambios  en  el  metabolismo  lipídico  y  el  contenido  lipídico 








La destrucción de  los microdominios de membrana  lisosomales activa  la CMA  [392]. La CMA 
permite al lisosoma degradar proteínas específicas unidas a chaperonas. LAMP2 las introduce 
en el lisosoma. Cuando la CMA es baja, LAMP2 se dirige a los dominios de membrana donde se 
produce  su  proteólisis  por  catepsina  A.  De  esta manera  un  aumento  de  colesterol  podría 
inhibir  la  activación  de  CMA  al  favorecer  la  formación  de  microdominios  y  por  tanto  la 
degradación de LAMP2. Los cambios en la composición lipídica de las membranas lisosomales 














fundamentalmente moléculas  de  vida  corta  y  tamaño medio, mientras  que  la  autofagia  se 
encarga de las de vida larga y gran tamaño pudiendo llegar a degradar orgánulos enteros como 





La  autofagia  se  estimula  en  una  gran  variedad  de  situaciones  de  estrés  como  la  falta  de 
alimento, la falta de factores de crecimiento, infecciones, estrés de retículo, estrés oxidativo o 
hipoxia  [322, 404, 405]. En una situación de estrés,  la autofagia  luchará por  la supervivencia 








[406].  La  degradación  de  proteínas  mutadas,  características  de  muchas  enfermedades 
neurodegenerativas,  depende  de  la  autofagia.  En  concreto,  las  proteínas  poliglutaminadas 
causantes de enfermedades como el Huntington o algunas Ataxias Espinocerebelosas y las formas 
de  α‐sinucleina  que  causan  el  Parkinson  son  degradadas  por  macroautofagia.  La  autofagia 
mediada  por  chaperonas  también  participa  en  su  eliminación,  pero  las  formas mutadas  y  sus 
agregados, de  tamaño considerable, bloquean  fácilmente el  receptor  lisosomal  inhibiéndola. La 
autofagia,  dirigida  por  la  proteína  p62,  eliminaría  los  agregados  de  proteínas  y  cuerpos  de 
inclusión de una manera directa. La enfermedad de Alzheimer también presenta alteraciones de 
la  autofagia  por  acumulación  de  autofagosomas  que  no maduran  a  autolisosomas  debido  a 
defectos en la fusión con los lisosomas que implicaría alteraciones del flujo autofágico [407, 408]. 





Durante  el  envejecimiento  celular  se  produce  la  acumulación  de material  dañado  o  inservible 
especialmente  dañino  en  células  diferenciadas  como  las  neuronas.  La  actividad  autofágica 
disminuye con la edad y con ella la eficacia en la eliminación de material deteriorado, por lo que 
es  un  mecanismo  clave  en  el  proceso  de  envejecimiento  [410]. 
 
La autofagia  también es un eficaz  sistema de protección  contra el estrés oxidativo, más eficaz 
incluso, que los antioxidantes. Los antioxidantes que actúan sobre los radicales libres no pueden 
revertir  los  daños  que  estos  han  provocado  en  las  proteínas  y  los  orgánulos,  y  por  lo  tanto 
tampoco  controlar  los efectos que este material en mal estado pueden provocar. Además,  las 
especies antioxidantes son bastante específicas, por lo que sólo serán eficaces cuando coincidan 
con su sustrato.  Incluso,  la eliminación de ciertas especies  reactivas con  importantes  funciones 
señalizadoras podría ser contraproducente. Por el contrario,  la autofagia es capaz de  retirar no 
sólo parte de las moléculas oxidantes sino también el material dañado y los sustratos propensos a 
ser oxidados,  convirtiéndose en una eficaz  respuesta  celular ante  la oxidación. Por  lo  tanto,  la 
autofagia  y  sus  posibles  moduladores  podrían  emerger  como  dianas  terapéuticas  muy 
prometedoras contra los efectos oxidativos de muchas patologías [405].  
 




una  disminución  de  la  cantidad  de  lípidos  que  llegan  a  los  lisosomas.  En  condiciones  de 
activación  de  la  autofagia  (rapamicina),  los  lípidos  colocalizan  con  marcadores 
autofagosómicos (LC3) y  lisosómicos (LAMP), es decir, sufren autofagia. Dietas extremas (por 
ejemplo alta en grasas) no solo muestran defectos en  la degradación de  las reservas  lipídicas 
75 
 
por autofagia sino que  también alteran  la degradación de otros sustratos. Esto  indica que el 
defecto  recae  sobre  el  proceso de  la  autofagia  y no  sobre  las  reservas de  lípidos.  En  estas 
situaciones las etapas iniciales de la autofagia no están alteradas. El defecto se encuentra en el 
paso  de  fusión  del  autofagosoma  con  el  lisosoma.  Es  decir,  la  composición  lipídica  de  la 
membrana es un factor decisivo en la fusión autofagosoma‐lisosoma. En concreto el colesterol 
tiene una  importante función en  la estructura y propiedades de  la membrana  influyendo, en 
este caso, en procesos como la fusión. La macrolipofagia (autofagia de lípidos) también ejerce 








El  estrés  oxidativo  en  los  sistemas  biológicos  es  un  desequilibrio  entre  la  producción  de 
especies reactivas de oxígeno y los mecanismos encargados de eliminarlos o reparar los daños 
que generan. Los ROS  (especies reactivas de oxígeno)25 y  las especies reactivas de nitrógeno 
(RNS)  (radicales  libres  y  peróxidos)  son  productos  del  metabolismo  aeróbico  altamente 
destructivos.  Estas  especiesson  pequeñas  moléculas  muy  reactivas  debido  a  la  presencia 
de electrones  desapareados  en  su  capa de  valencia  que  les  confieren  un  alto  poder 
oxidante.De  manera  basal,  se  encuentran  en  concentraciones  cuyos  daños  pueden  ser 







mitocondria  a  través  de  la  respiración  oxidativa.  La  respiración  celular  es  un  conjunto  de 
reacciones que degradan compuestos orgánicos (hidratos de carbono (glucosa), ácidos grasos, 
aminoácidos  o  cuerpos  cetónicos)  por  oxidación  utilizándolos  como  combustible  para  la 
obtención de energía (ATP, nucleótido trifosfato). La respiración permite liberar hasta 2,870kJ 







A pesar de  su  toxicidad  a  altas  concentraciones,  los ROS  y RNS  a niveles  fisiológicos  tienen 
funciones señalizadoras  (señalización  redox) que contribuyen a  la homeostasis celular por  lo 
que  es  necesaria  una  intensa  regulación.  Pueden  actuar  como  segundos  mensajeros  de 
manera  autocrina,  paracrina  o  intracelular  implicándose  en muchos  procesos  señalizadores 
[210]. Algunos ROS y RNS,  incluyendo óxido nítrico, pero  fundamentalmente el peróxido de 
hidrógeno  (el menos  reactivo),  cruzan  las membranas  y  activan procesos  fisiológicos  vitales 
como  la  inflamación  a  través de  la  activación de NFkB  y AP1  [413, 414],  la  vascularización, 














 Para  protegerse  de  los  efectos  de  la  oxidación,  las  células  despliegan  una  variedad  de 
mecanismos  defensivos  que  incluyen  el  recambio  lipídico,  la  degradación  de  proteínas  y  la 
reparación  de  DNA  además  de  la  producción  de  una  amplia  batería  de  moléculas 
antioxidantes.  Los  antioxidantes  celulares  controlan  los  niveles  de  estas  especies  tóxicas  y 
mantienen  el  equilibrio  redox.  Los más  importantes  son  las  enzimas  superóxido  dismutasa 
(SOD),  catalasa,  glutatión  peroxidasa  y  tioredoxinas  y  los  antioxidantes  no  encimáticos: 
glutatión (GSH), tocoferol (vitamina E), ácido ascórbico (vitamina C), bilirrubina y  la coenzima 
Q10.  Existen  otras  proteínas  con  actividad  redox  aunque  no  como  función  principal.SOD 
intercepta el O2
.‐evitando su posible reacción con NO e  impidiendo  la generación del ONOO‐, 
uno  de  los  oxidantes más  potentes.  Las  catalasas  catalizan  la  conversión  del  peróxido  de 
hidrógeno  en  agua  y  oxígeno,  usando  hierro  o  manganeso  como  cofactor.  La  glutatión 
peroxidasa  cataliza  la  ruptura del  peróxido de hidrógeno  y de  hidroperóxidos orgánicos.  La 

















El  cerebro  es  un  órgano  altamente  sensible  al  estrés  oxidativo  debido  a  su  elevada  tasa 
metabólica y a sus altos niveles de hierro y cobre (que aumentan con el envejecimiento) [426]. 
Las  interacciones  de  estos metales  con  el  peróxido  de  hidrógeno,  producto  de  numerosos 
procesos  cerebrales,  generan  radicales  hidroxilo  extremadamente  reactivos  [427,  428].  El 
cerebro es un importante generador tanto de peróxido de hidrógeno como de ROS asociados 
al Ca2+. Además,  la activación e  inhibición neuronal  implica  la producción de glutamato que 
aumenta  los  niveles  de  ROS  [429,  430].  A  pesar  de  la  protección  que  la  barrera 
hematoencefálica ofrece al cerebro, algunos agentes oxidantes pueden atravesarla y generar 
radicales  en  él  [431].  Sin  embargo,  la  respuesta  del  cerebro  no  es  uniforme.  Existen 
poblaciones  selectivas de neuronas especialmente vulnerables. Esta diferente vulnerabilidad 
hace  a  ciertas  regiones  del  cerebro  ser  las  primeras  en mostrar  degeneración  tanto  en  el 
envejecimiento  como en  las enfermedades neurodegenerativas  [432].  La  región hipocampal 
CA1 y las células de los granos del cerebro son particularmente vulnerables al estrés oxidativo 




el órgano que contiene  la mayor concentración de  lípidos, con excepción del  tejido adiposo. 
Los lípidos son moduladores importantes de la fisiología del cerebro pero son también objetivo 





grupo metileno de un  ácido  graso poliinsaturado  generando  radicales  libres de  carbono.  La 
reacción  inicial  del  radical  hidroxilo  con  ácidos  grasos  produce  un  radical  lipídico  que,  tras 
reaccionar con el oxígeno, genera un radical peroxilo que puede reaccionar con ácidos grasos 
para  producir  hidroperóxidos  lipídicos  (Fig.18).  Comienza  entonces  una  reacción  en  cadena 
que provocará alteraciones significativas en  la estructura de  las membranas, modificando  su 
fluidez,  su permeabilidad y el  transporte y por  tanto,  los procesos metabólicos  relacionados 
con dicha membrana. Los peróxidos de ácidos grasos dan lugar a aldehídos entre los que el 4‐
hidroxi‐2‐nonenal  (4HNE) se considera uno de  los más  tóxicos, causante de grandes daños y 
activador de la apoptosis [440]. 4HNE puede ser generado a partir del AA o del ácido linoleico 
pudiendo estar asociado a  las membranas. Sin embargo, HNE  también puede desintegrar  la 














neurodegenerativas,  incluyendo  los  trastornos  asociados  a  la  edad  [444‐446].  Este  estrés 
puede  ser  debido  al  aumento  de  los  niveles  de  ROS  o  a  deficiencias  en  los  sistemas  de 
reparación.  Los  cambios  provocados  por  la  oxidación  en  los  lípidos,  proteínas  y  ADN  son 
considerados  marcadores  de  daño  oxidativo.  Estos  marcadores  incrementan  con  el 
envejecimiento y en muchos casos son causantes de la progresión de enfermedades [447‐449]. 
En concreto, la peroxidación lipídica es una fuente de daño presente en muchas enfermedades 




Los antioxidantes  lipídicos, especialmente  las vitaminas solubles en  lípidos, el glutatión o  las 
glutatión  S  transferasas  conforman  el mecanismo  natural  de  la  célula  para  contrarrestar  la 
oxidación, incluyendo la eliminación de HNE. La albúmina y las apolipoproteínas capturan HNE, 
desintoxicando  el medio  celular.  La  enzima  fosfolipasa  A2  independiente  de  Ca2+  repara  la 
oxidación de la cardiolipina, lípido aniónico componente de la membrana mitocondrial y de las 
lipoproteínas [452, 453]. Sin embargo, la mayoría de las enzimas de la familia de la fosfolipasa 
A2  son  generadoras  de  estrés  oxidativo  y  peroxidación  de  lípidos  durante  la  síntesis  de 
prostaglandinas a partir AA [450]. La  inhibición de la secreción de la fosfolipasa A2 podría ser 
una herramienta para disminuir la inflamación asociada a la peroxidación lipídica [454]. Desde 
otro punto de vista,  la peroxidación  lipídica  catalizada por  la  fosfolipasa A2 es una  reacción 
enzimática,  es  decir,  regulada,  y  por  tanto,  podría  tener  funciones  fisiológicas  [455].  Los 






Se  ha  descrito  que  la  conformación  de  ciertos  glicerofosfolípidos  dentro  de  la membrana 
podría  cambiar  con  la  oxidación,  desenterrándose  de  la membrana  el  resto  de  ácido  graso 
oxidado, sobresaliendo hacia el medio acuoso y haciéndose accesible a receptores presentes 
en  la  superficie  de  otras  células  proporcionando  con  ello  información  sobre  su  estado  de 
oxidación.  De  esta  manera,  durante  el  envejecimiento  u  otros  procesos  que  conlleven 
peroxidación lipídica, las porciones hidrofóbicas de ciertos ácidos grasos se orientarán hacia el 











Figura  19. Modelo  de  bigotes  lipídicos.  Tras  la  oxidación,  la  cadena  oxidada 






Las  modificaciones  que  el  estrés  oxidativo  provoca  en  las  proteínas  tienen  importantes 
consecuencias  en  la  homeostasis  celular.  La  oxidación  por  ROS  de  los  aminoácidos  de  las 




cisteína  se  convierten  en  disulfuros  por  oxidación  aunque  pueden  reducirse  de  nuevo  bajo 
ciertas condiciones. Los residuos de metionina son altamente hidrofóbicos. En las proteínas de 
membrana  esta  metionina  se  encuentran  interaccionando  con  la  bicapa  protegida  de  la 
oxidación. Cuando  se oxida,  la metionina  se  transforma en metionina  sulfóxido  (MetSO) de 
carácter más hidrofílico, cambio que puede afectar a  la estructura  total de  la proteína. Este 





la  actividad  de  las  metioninasulfóxidoreductasas  [463]  por  lo  que  la  manipulación  en  la 
expresión de  las metioninasulfóxidoreductasas afectaría significativamente a  la sensibilidad al 
estrés  oxidativo  convirtiéndose  en  una  buena  diana  terapéutica  [464,  465].  Además  de  las 
metioninas y  las cisteínas, otros aminoácidos también sufren  los efectos del estrés oxidativo. 
La tirosina, precursor de neurotransmisores (dopamina, epinefrina y la norepinefrina), se nitra 




residuos de  lisina, arginina, prolina y  treonina  también se usan como un marcador de estrés 
oxidativo [467].  
 
Los  niveles  elevados  de  proteínas  oxidadas  también  correlacionan  con  enfermedades 




sistema  del  proteasoma,  favoreciendo  su  degradación  (Fig.20)  [471,  472].  Durante  el 




citoplasma.  Esto  explica  la  diferente  acumulación  de  proteínas mal  plegadas  en  diferentes 
tipos de células y orgánulos  [475]. La  función del  sistema de proteasoma es  importante, no 






Figura  20. Mecanismos  responsables  de  la  eliminación  de 
proteínas modificadas  por  los  productos  de  peroxidación 










el envejecimiento aumenta  significativamente  la acetilación de  lisinas en el cerebelo y en el 
hipocampo lo que imposibilita la ubiquitinación aumentando así la vida útil de las proteínas y 
con ello las probabilidades de ser oxidadas [481]. Los tratamientos que pudieran contrarrestar 







La  guanina  es  la  base más  sensible  a  la  oxidación.  Las  regiones  de  ADN  ricas  en  guanina 
sugieren que un cierto nivel de oxidación de guanina podría ser necesario para  las funciones 
fisiológicas normales. Sin embargo,  la acumulación de daño en el ADN (presencia de 8‐oxoG) 
en  el  cerebro  es  un  factor  importante  en  el  envejecimiento  y  las  enfermedades 




Los  daños  provocados  por  los  ROS  en  el  ADN  se  acumulan  con  la  edad  contribuyendo  al 
envejecimiento y enfermedades neurodegenerativas. La  inducción de sistemas de reparación 
del ADN también podría ser una herramienta terapéutica para retrasar el envejecimiento y las 





Para  el  estudio  de  los  mecanismos  involucrados  en  la  oxidación  se  utilizan  fármacos  y 
compuestos  que  inducen  la  formación  de ROS.  El  paraquat  es  uno  de  los  compuestos más 
ampliamente  utilizados  (1,2‐  dimetil  4‐4‐  bipiridinio).  PQ  es  un  herbicida  no  selectivo 
generador de ROS. Los efectos derivados de la exposición a PQ se equiparan a los observados 
en  la  enfermedad  de  Parkinson  y  se  atribuyen  a  la  pérdida  selectiva  de  neuronas 
dopaminérgicas  [487].  El mecanismo  de  toxicidad  del  PQ  [488]  estaría  controlado  por  SOD 
(Fig.21). Las barreras de protección del sistema nervioso hacen necesario un estudio del efecto 
de  los tratamientos tanto  los oxidantes como  los antioxidantes en  las diferentes regiones del 
cerebro especialmente cuando se suministran fuera del sistema nervioso [489]. El hipocampo 
es  un  área  clave  para  el  estudio  del  estrés  oxidativo.  Las  neuronas  que  lo  forman  están 
densamente empaquetadas en una sola capa dividida en varias regiones (CA1‐CA4). A pesar de 
que  tanto  CA1  como  CA3  poseen  neuronas  piramidales,  responden  de manera  diferente  al 






El  sulfato  ferroso  (FeSO4),  un  generador  de  radicales  hidroxilo  o  el  peróxido  de  hidrógeno 
también  producen  el mismo  efecto  [491]  coincidiendo  con  la  vulnerabilidad  que  presentan 
estas  neuronas  frente  a  otras  condiciones  adversas  como  la  hipoxia,  isquemia  o 








Figura  21.  Esquema  de  actuación  del  paraquat.  El  paraquat  se  oxida  provocando  la  reducción  del O2  a  anión 
superóxido. Este anión puede provocar  la nitración de proteínas a  través de  la oxidación del óxido nítrico  (NO∙) 
(radical  generado por  las óxido nítrico  sintasas  (NOS)  a partir del  aminoácido  arginina).  La  superóxidodismutasa 
(SOD)  posee  la  capacidad  de  transformar  el  anión  superóxido  en  peróxido  de  hidrógeno  que  a  su  vez  puede 








Proteinopatía  es  un  término  utilizado  para  determinar  los  trastornos  neurodegenerativos 
debidos  a  la  acumulación  de  ciertas  proteínas  en  el  interior  de  las  neuronas.  En  situación 
normal  estas  proteínas  presentan  una  estructura  monomérica  mientras  que  en  situación 
patológica experimentan un cambio conformacional que les confiere una actividad tóxica o la 
pérdida de  la  función normal y que conduce a  la  formación de pequeños oligómeros que se 
agregan en estructuras de orden superior. Dos de  las proteinopatías más abundantes son  la 
enfermedad de Alzheimer y  la enfermedad de Parkinson  seguidas de muchas otras  como  la 
demencia  de  cuerpos  de  Lewy,  las  enfermedades  priónicas,  tauopatías,  esclerosis  lateral 
amiotrófica, degeneración  lobular  fronto‐temporal o enfermedades por poliglutaminas. Cada 
una  de  estas  enfermedades  está  asociada  a  una  proteína  diferente  (tau,  α‐sinucleína, 
huntingtina, superóxido dismutasa 1, ataxina 1)  lo que refleja una gran heterogeneidad entre 
estas  enfermedades.  Algunas  proteinopatías  se  caracterizan  por  un  solo  tipo  de  agregado 
proteico mientras que otras presentan dos agregados de proteínas diferentes. Las proteínas 
mal plegadas  exponen  las  cadenas  laterales de  aminoácidos hidrofóbicos  en  sus  superficies 
que normalmente están enterrados en el interior de la estructura nativa por lo que se vuelven 
propensos  a  la  auto‐asociación  además  de  actuar  como  núcleos  de  reclutamiento  de  otros 
monómeros.  Los  agregados  de  proteínas  pueden  adquirir  características  amiloides  [494].  El 
término  amiloide  fue  introducido  por  Rudolph  Virchow,  en  1854,  para  describir  una 
anormalidad macroscópica  del  tejido  que mostraba  reacción  positiva  a  la  tinción  con  yodo 
(técnica utilizada para  la detección de almidón)  [495],  surgiendo así el nombre de amiloide: 
"como almidón". Hoy en día, el  término amiloide se utiliza para describir precipitados de Aß 
amiloide,  es  decir,  placas  de  Alzheimer.  Sin  embargo,  existe  controversia  entre  si  son  los 
agregados  los  que  provocan  graves  déficits  de  aprendizaje  y  de memoria  y  la  pérdida  de 
neuronas o  si  las placas  representan un depósito  seguro para  las proteínas  tóxicas  solubles 
[496].  
 
Los  priones  son  agentes  proteicos  infecciosos  que  causan  enfermedades  neurológicas 
hereditarias, esporádicos e infecciosas como la enfermedad de Creutzfeldt‐Jakob en humanos 
o la encefalopatía espongiforme bovina en el ganado debido a un cambio conformacional de la 
proteína  priónica  PrPc  a  PrPSc  causante  de  la  enfermedad  [497].  La  enfermedad  priónica 
presenta la peculiaridad de que la proteína priónica alterada es altamente contagiosa y puede 
propagar  la  tendencia a  la autoagregación. Actualmente  se  contempla  la posibilidad de que 
esta  misma  propagación  pudiera  darse  en  las  proteínas  mal  plegadas  causantes  de  la 
enfermedad  de  Alzheimer  y  enfermedad  de  Parkinson  ya  que  los  agregados  de  proteínas, 
pueden pasar del área afectada a áreas no afectadas del cerebro. Estas observaciones indican 
que  los  mecanismos  no  autónomos  celulares  son  importantes  para  la  patogénesis  de  las 
enfermedades neurodegenerativas (Meyer‐Luehmann et al., 2008) y PD [498‐500]. 
Todas estas patologías parecen tener un importante componente genético ya que muchos de 
los  trastornos  están  estrechamente  vinculados  a mutaciones  [501].  El  factor  de  riesgo más 
común, sin embargo es  la edad avanzada [502] y, a veces  la  lesión cerebral traumática [503]. 
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que  causan  neurodegeneración  debido  a  la  repetición  anómala  del  aminoácido  glutamina 
(CAG)  en  la  región  codificante  de  genes  específicos  que  provoca  el mal  plegamiento  de  la 
proteína  y  la  acumulación  de  agregados  intracelulares.  La  estructura  de  la  cromatina  y  la 
regulación  epigenética  están  involucradas  en  la  patología  de  estas  enfermedades  [504].  La 
longitud  de  la  expansión  de  poliglutamina  correlaciona  con  la  toxicidad  y  con  la  temprana 
aparición de  la enfermedad. El  sistema de ubiquitina‐proteasoma  y  la autofagia  son  las dos 
principales rutas responsables de  la eliminación de proteínas mal plegadas, por  lo que son el 
foco de atención en los estudios terapéuticos [505].  
Una de  las características más  importantes de  las enfermedades por poliglutaminas es que, a 
pesar  de  la  expresión  ubicua  de  la  proteína,  en  cada  una  de  estas  enfermedad  degeneran 
diferentes  poblaciones  específicas  de  neuronas  por  lo  que  se  consideran  enfermedades  de 
célula‐autónoma. Sin embargo, la toxicidad en las células no neuronales vecinas contribuye al 
daño neuronal. Otro aspecto controvertido en el estudio de estas patologías es si la toxicidad 
se  debe  a  una  ganancia  de  función  o  a  una  nueva  función  adquirida  tras  el  cambio 




expansión  de  poliglutamina  en  la  proteína  huntingtina.  HD  implica  síntomas  psiquiátricos, 





de  enfermedades  neurodegenerativas  con  ataxia  progresiva  y  degeneración  cerebelosa.  La 
clasificación de este grupo de enfermedades se basa en los defectos genéticos, dividiéndose en 





de  6‐39  unidades  de  glutamina  y  patológica  una  expansión  de  31‐81  CAG.  Los  agregados 
proteicos  pueden  perjudicar  el  transporte  axonal,  alterar  los  factores  de  transcripción  y 
bloquear  los  sistemas  de  control  de  calidad  de  proteínas.  Los mecanismos  encargados  del 
control de  calidad de  las proteínas, el proteasoma y  la autofagia,  se ven afectados en estas 
enfermedades  por  ser  los  responsables  de  la  eliminación  de  las  proteínas  mutantes.  Por 
consiguiente,  se  han  convertido  en  los  principales  candidatos  sobre  los  que  focalizar  los 









la  proteína  atrofina,  la  inducción  de  la  autofagia  no  resultó  ser  suficiente  para  rescatar  el 







de  una  lesión  del  sistema  nervioso  adulto  está  controlado  por  señales  específicas 
extracelulares  unidas  a  las  membranas  celulares  o  presentes  en  la  matriz  extracelular. 
Actualmente  no  se  conocen  de  forma  exacta  los mecanismos moleculares  a  través  de  los 
cuales estas señales extracelulares se integran en el axón en crecimiento pero se acepta que la 
mayoría  de  las  cascadas  de  señalización  activadas  por  estas  señales  convergen  en  el 
citoesqueleto a través de relaciones entre los factores extracelulares y elementos intrínsecos a 
la  neurona  como  receptores  de membrana  y  proteínas  asociadas  al  citoesqueleto.  Los  dos 
componentes principales del citoesqueleto del cono de crecimiento, los filamentos de actina y 
los microtúbulos, juegan un papel importante en este proceso [513].  
La  mayoría  de  las  proteínas  del  citoesqueleto  necesarias  para  la  elongación  axonal  se 
sintetizan en el cuerpo de la célula, aunque también existe cierta síntesis local tanto durante el 






Rho y por  los microtúbulos  (MTs). Seguidamente se produce  la  invasión de  los MTs y ciertos 
orgánulos  en  el  cono  de  crecimiento.  Durante  la  fase  final  de  consolidación,  se  detiene  la 
formación  de  abultamientos  de  actina mientras  que  los microtúbulos  se  asocian  a  ella.  La 
elongación  axonal  está modulada por  factores  extracelulares que provocan  la  activación de 
diversas cascadas de señalización  intracelular controlando el avance del cono de crecimiento 
[513, 517, 518]. 
En  muchos  casos  el  objetivo  del  axón  requiere  recorrer  una  larga  distancia.  Durante  el 
recorrido  los  conos  de  crecimiento  'toman  decisiones'  sobre  la  dirección  de  la  trayectoria 
guiados por células ubicadas a lo largo de su camino por lo que los conos de crecimiento viajan 
de “estación en estación sin conocer el destino final”. Las células gliales son parte responsable 
de  la  información  presente  en  estas  estaciones mostrando  patrones  de  reconocimiento  de 
superficie  o  generando  gradientes  moleculares  extracelulares  al  secretar  moléculas 
importantes para la orientación del axón como las netrinas (quimio‐atrayente) o Slits (quimio‐
repelente).  Otros  axones  (fasciculación:  unión  a  otros  axones  de  la misma  ruta)  y  algunas 
neuronas  también  participan  en  la  regulación  del  ambiente  necesario  para  un  crecimiento 
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correcto. La generación de un  sistema nervioso  funcional no  sólo  requiere que  los conos de 
crecimiento alcancen sus objetivos sino que  las redes neuronales deben ser  funcionales. Tan 
pronto como se consolidan, los axones son envueltos por las células gliales para proporcionar 








crecimiento  está mediado  por  la  polimerización  y  depolimerización  del  citoesqueleto  y  sus 
interacciones  específicas.  El  citoesqueleto  axonal  se  compone  de  tres  grandes  polímeros 
filamentosos: neurofilamentos, microtúbulos y microfilamentos de actina. Los microtúbulos y 





dinámica  y  rica  en  actina.  Este  dominio  tiene  lamelipodios,  protuberancias membranosas  a 
partir  de  las  cuales  se  extienden  los  filopodios.  Estas  estructuras  en  forma  de  dedos muy 
delgados contienen haces de  filamentos de actina y  sufren ciclos de elongación y  retracción 
permanentes en respuesta al entorno.  
 




El  dominio  central:  sitio  principal  de  polimerización  de  los  neurofilamentos  de MTs  y  de 
localización de vesículas de transporte y organelas. Modifica su tamaño en relación al modo de 








En  la  migración  celular  se  establecen  complejos  de  adhesión  focal,  que  contienen 
componentes de señalización y de anclaje del citoesqueleto, y que deben estar sometidos a 
una  severa  regulación dinámica y espacial  (se elimina  la adhesión de  la parte  trasera de  las 
células  mientras  que  la  delantera  forma  nuevos  sitios  de  adhesión).  Los  dominios  de 
membrana están implicados en esta regulación [522, 523]. En el desarrollo de las neuronas, el 
crecimiento axónico depende de la movilidad y la capacidad de búsqueda de caminos del cono 
de  crecimiento.  Estas  habilidades  también  dependen  del  citoesqueleto,  de  la  adhesión 
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El crecimiento axónico es uno de  los procesos en  los que el  tráfico vesicular  juega un papel 
fundamental. La expansión de la membrana plasmática requiere de la actividad conjunta de los 
procesos de endocitosis  y exocitosis  [526, 527]. Por un  lado, el  suministro de membrana, a 
través de la vía secretora, desde el soma hasta las dendritas y los axones es fundamental para 
la  generación  de  polaridad.  Por  otro  lado,  la  endocitosis  de  moléculas  señalizadoras, 
neurotransmisores  y  factores de  crecimiento,  es  especialmente necesaria para  el desarrollo 
axonal. Los procesos que estos factores ponen en marcha ejercerían una gran influencia sobre 
la proliferación, diferenciación, maduración de sinapsis y supervivencia neuronal. El transporte 




Los  axones  en  desarrollo  son  guiados  a  sus  objetivos  por  una  variedad  de  señales 
extracelulares  que  atraen  o  repelen  a  los  conos  de  crecimiento mediante  la  unión  a  sus 
receptores en  la superficie de  la membrana plasmática activando cascadas de señalización. El 
entorno lipídico es crucial en la transducción de señales implicadas en la orientación axonal ya 
que  la  composición  lipídica  específica  de  la  membrana  plasmática  contribuye  tanto  a  las 
interacciones  proteína‐proteína  como  a  la  señalización  lipídica  en  respuesta  a  estímulos 




de  señalización  durante  el  crecimiento  axónico  que  interaccionan  con  balsas  lipídicas  en 
respuesta a  señales externas  [531, 532]. El giro del  cono de  crecimiento en  respuesta a  los 
gradientes  externos  también  requiere  de  una  señalización  asimétrica.  Los  dominios  de 
membrana están involucrados en los mecanismos que controlan la polaridad celular pudiendo 
controlar  la presencia de receptores específicos y  las respuestas a señales externas en zonas 






a  las  señales  de  guía  extracelulares,  los  mecanismos  de  adhesión,  la  dinámica  del 
















El  objetivo  general  de  esta  Tesis  es  esclarecer  el  mecanismo  de  acción  de  ApoD  y  sus 
homólogos  (proteínas  Lazarillo)  a  través  del  estudio  de  su  función  en  diferentes  procesos 
celulares: una situación de alteración de  la autofagia, el proceso de crecimiento axónico y el 
estrés  oxidativo,  todos  ellos  procesos  en  los  que  las  membranas  juegan  un  papel  muy 
importante.  Los estudios previos  sobre ApoD o  sus homólogos  indican que estas  lipocalinas 
podrían alterar estos procesos y señalan a las membranas como posibles dianas sobre las que 
podría  recaer  una  parte  importante  de  los  efectos  de  la  función  de  ApoD  bien  directa  o 
indirectamente.  Por  lo  tanto  el  estudio  del  efecto  de  la  sobreexpresión  o  la  falta  de  estas 







1. Estudiar  la  función  de  GLaz  y  NLaz  en  la  enfermedad  neurodegenerativa  basada  en 
proteínas poliglutaminadas SCA1. Concretamente: 
 




















Todas  las  moscas  utilizadas  pertenecen  a  la  especie  Drosophila  melanogaster.  Fueron 
mantenidas en incubación a 25 ºC, con 60 % de humedad relativa y bajo un ciclo de 12 horas 





EL  sistema Gal4>UAS  [533, 534] originario de  la  levadura, es una herramienta genética que 
permite  expresar  in  vivo  un  gen  concreto  en  un  tipo  celular  específico.  La  secuencia  del 
activador  transcripcional Gal4  se  inserta detrás del promotor  (o  secuencias promotoras) del 
gen (X) cuyo patrón de expresión se pretende reproducir. Por otro lado, se inserta la secuencia 
UAS en la posición 5´del gen de la proteína a expresar. Al activarse el promotor en la célula de 
interés, se expresará el activador  transcripcional Gal4 que, a su vez, activará  la  transcripción 







La  deficiencia  para  GLaz  se  generó  por  deleción  de  22  genes  alrededor  del  locus 
GLaz,GLaz∆2,descartando  así  la  posibilidad  de  mutaciones  deletéreas  en  otras  partes  del 
genoma  que  pudieran  contribuir  al  fenotipo  observado  [75].  El mutante  nulo  para NLaz  se 
consiguió mediante una mutación puntual que genera un codón de parada (NLazNW5) [83, 535]. 
Ambos mutantes nulos se generaron en un  fondo w1118. Para obtener un  fondo homogéneo, 
las  moscas  se  cruzaron  con  líneas  silvestres  Canton‐S  durante  cinco  generaciones  y 
posteriormente fueron seleccionadas por PCR [75]. 
Para  la sobreexpresión de GLaz se utilizó  la construcción(GLaz:GLaz‐GFP) que contiene 1,9kb 
de  la  región  del  promotor  y  el  gen GLaz  completo  junto  a  la  secuencia  codificante  de GFP 
produciendo así una proteína  fusionada GLaz‐GFP expresada bajo el  control de  la  secuencia 






La  expresión  de  NLaz  se  caracterizó  con  dos  construcciones  reporteras.  Una  con  3Kb  del 









      Cromosoma   
GLaz         
  Sobreexpresión       
    GLaz:GLaz‐GFP[FX]  I  Fusión  GFP  +  Promotor 
nativo 
    GLaz:GLaz‐GFP[F2]  II  Fusión  GFP  +  Promotor 
nativo 
    EP3100  II  Elemento P‐UAS 
    EP2383  II  Elemento P‐UAS 
    UAS:GLaz1  II  Sistema UAS‐GAL4 
    UAS:GLaz2  II  Sistema UAS‐GAL4 
  Falta de función       
    GLaz∆2  II  Deleción  
NLaz         
  Sobreexpresión       
    GFP:NLaz:GFP[R2]  II  Expresa GFP bajo promotor 
nativo de NLaz 
    NLaz:GAL4  II  Región promotora de NLaz 
seguida  de  la  secuencia 
codificante  del  factor  de 
transcripción GAL4 
    UAS:NLazC4  II  Sistema UAS‐GAL4 
    UAS:NLazC5  II  Sistema UAS‐GAL4 
    UAS:NLaz15  III  Sistema UAS‐GAL4 








El  constructo  UAS:hAtxn182Q,  que  controla  la  expresión  de  la  proteína  Ataxina  1  humana 



























Todos  los  ratones  fueron  criados  y  estabulados  en  el  animalario  de  la  Universidad  de 
Valladolid,  siendo  alimentados  ad  libitum  con dieta estándar para  roedores  (Harlan)  y  agua 
filtrada e  irradiada con  luz ultravioleta, en  jaulas con ventilación controlada y un ciclo de 12 

























los hipocampos de  los cerebros de cada uno de  los  individuos y se congelaron a  ‐80ºC. Este 
tratamiento  crónico  a  dosis  bajas  de  PQ  genera  un  leve  estrés  oxidativo  y  una  lenta 















mg/mL  de DNAsa  I  y  0,2 mg/mL  de  albúmina  de  suero  bovino  donde  se  disgregó  con  una 
cuchilla quirúrgica. Seguidamente se centrifugó a 200g durante 2 minutos y se  incubó con 10 
mg/mL de  tripsina durante 15 min a 37ºCtras  los  cuales  se procedió a  su desactivación por 




(25  μg/mL)).  Las  células  se  incubaron  en  frascos  a 37ºC en 5 % de CO2  con un 90‐95 % de 
humedad. El medio se reemplazó semanalmente. Tras tres pases, alrededor de 95 % del cultivo 
estaba  compuesto  por  astrocitos  tipo1  (corroborado  por  marcaje  con  GFAP  y  criterios 
morfológicos).  Los  cultivos  presentaron  también  una  pequeña  proporción  de  células 











por  [545,  546].  Brevemente,  para  la  generación  de  triplicados  experimentales  de  cada 
genotipo,  se  recolectaron 30 embriones en el estadio 11  (6‐7 horas después de  la puesta a 
25ºC) [547]. Los embriones se sumergieron en medio de dispersión [30 mL HBSS (Gibco), 3 mL 
de  solución  penicilina‐estreptomicina  (Gibco),  0,01  g  feniltiourea  (Sigma),  167mLdestilada, 
0,5mg/mL  Colagenasa  (Worthington,  Cellsystems),  y  2  mg  Dispasa  II  (Roche)]  donde  se 
prensaron  con  un  émbolo.  Tras  3 minutos  de  incubación  a  37ºC  la  digestión  enzimática  se 
neutralizó  con  la  adición  demedio  de  cultivo  Schneider  (Invitrogen).  Las  células  se 
centrifugaron  durante  4  minutos  a  1200  rpm  y  seguidamente  se  retiró  el  sobrenadante. 
Finalmente  se  resuspendieron  las  células  mecánicamente  con  una  pipeta  de  100μl  en  el 
volumen  final  de  medio  Schneider  (5  o  6μl  por  embrión).  Gotas  de  30  a  40μl  de  dicha 
suspensión  se  colocaron  en  cámaras  especiales  de  cultivo  generados  específicamente  para 
este  fin  (un  portaobjetos  con  un  orificio  circular  de  15 mm  pegado  sobre  un  portaobjetos 
intacto  generando  así  un  pocillo  circular  de  fondo  plano).  Las  cámaras  se  cubrieron  con 









Para  la  inmunocitoquímica,  las  células  fueron  fijadas  durante  30  minutos  con  4%  de 


















se  fotografiaron  con  una  cámara  digital  Nikon  DS‐L1  en  un  equipo  estereoscópico  Nikon 
SMZ1000  con  un  objetivo  Plan  Apo  1x WD70.  Las  imágenes  fueron  procesadas  con  Adobe 
Photoshop 6.0 usando un  filtro de superficie,  la máxima  local se obtuvo con un software de 
ImageJ,  y  las  distancias  vecinas  se  calcularon  para  cada  omatidio.  Se  estimó  un  índice  de 
regularidad como la varianza de las distancias y se calculó un % de recuperación considerando 
0% el promedio degenerado y 100% el tipo de ojo silvestre control.  








Para  la  detección  inmunohistoquímica  de  proteínas,  se  fijaron  cabezas  de mosca  con  4% 
paraformaldehído y se embebieron en parafina siguiendo los procedimientos estándares. 
Se realizaron secciones de tejido de 4 μm de grosor con un micrótomo HM 340E (Microm) y se 








por Dr.  Juhasz,  Loránd University, Hungary),  policlonal  de  conejo  anti‐Atxn1  (amablemente 
cedido  por Dr.  J.  Botas,  Baylor  College  of Medicine, USA), monoclonal  de  ratón  P4D1  anti‐
Ubiquitina  (Cell  Signaling),  policlonal  de  conejo  anti‐GFP  (Santa  Cruz  Biotechnology,  Inc), 
monoclonal de  ratón 4C5 anti‐Rhodopsina  (DSHB) y monoclonal de  ratón anti‐MAP1B 22C10 
(DSHB). 
 
Para  inmunohistoquímica  con  HRP  se  usaron  anticuerpos  secundarios  HRP  conjugados  con 
anticuerpos de cabra anti IgG de conejo (Abcam) y anti‐IgG de ratón (Dako). Para revelar estos 
anticuerpos  secundarios  con  HRP  las  muestras  se  incubaron  con  0,03  %  DAB  (3,3´‐




Para  la  inmunohistoquímica  fluorescente,  se usaron  los anticuerpos  secundarios: cabra anti‐
ratón conjugados con FITC y cabra anti‐conejo conjugado con Cy3.5 (Abcam). Posteriormente 
fueron lavadas con PBS y montadas con Vectashield‐DAPI (Vector Labs). 
Para  la  cuantificación  de muerte  celular  por  apoptosis  en  las  secciones  de  las  cabezas  de 
mosca se utilizó TUNEL FITC labeling kit (Roche) siguiendo su protocolo de uso.  








las  células  (astrocitos  primarios  y  1321N1)  en  cubreobjetos  tratados  con  poli‐L‐lisina.  En 




Tras  varios  lavados  con  PBS  fueron  bloqueados  y  permeabilizados  (0,25%  Triton  X‐100,  1% 
suero de cabra en PBS). Las células  fueron  incubadas durante dos horas en anticuerpo anti‐











bicinconínico)  (Micro BCATM Protein Assay Kit  (Pierce)).  Las proteínas  (10 o 20 µg por  calle) 
diluidas en un tampón de carga (63mM Tris‐HCl, pH 6,8, 10% glicerol, 2% SDS, 100mM DTT y 
azul de bromofenol) y desnaturalizadas (5 minutos a 70ºC) fueron separadas en función de su 
peso molecular mediante  electroforesis  en  gel  de  poliacrilamida  con  dodecilsulfato  sódico 
(SDS‐PAGE).  La  electroforesis  se  llevó  a  cabo  en  una  disolución  tampón  (25mM  Tris‐HCl, 
190mM de glicina, 0,1% SDS) y a voltaje constante de 80‐100 V durante 90 minutos. 
 
Las  proteínas  se  transfirieron  a  una  membrana  de  polifluoruro  de  vinilideno  (PVDF) 
(immobilonTM‐P Transfer Membrane, Millipore) mediante un amperaje constante de 400mA 




Brilliant  Blue,  50%v/v metanol,  5%  v/v  ácido  acético]  y  seguidamente  desteñidos  [25%  v/v 
etanol puro, 7,5% v/v ácido acético en dH2O] y digitalizados (densitómetro GS800 BioRad) para 
la visualización de proteínas y comprobación de la eficiencia de la transferencia. Por otro lado, 
las membranas,  tras  ser  bloqueadas  durante  una  hora  a  temperatura  ambiente  (5%  leche 
desnatada en polvo, 0,05% Tween‐20, 50mM Tris‐HCl, 150mM NaCl, pH 7,5), fueron expuestas 
a  los  siguientes  anticuerpos:  policlonal  de  conejo  anti  p62  (Dr.  Juhasz,  Loránd  University, 
Hungary) y monoclonal de ratón P4D1 anti‐Ubiquitin (Cell Signaling). Todos ellos se incubaron 
durante  toda  la noche a 4ºC. Tras varios  lavados  (0,05 % Tween‐20, 50mM Tris HCl, 150mM 
NaCl, pH 7,5) las membranas fueron expuestas a anticuerpos secundarios (cabra anti‐conejo o 
anti‐ratón) conjugados con la peroxidasa de rabanillo (HRP) (DAKO). Se usó HRP‐conjugado con 
anticuerpo anti‐β actina  (Sigma,  St  Louis, MO, USA) para normalizar  la  intensidad de banda 
respecto a la cantidad de muestra cargada. 
 













Para  los  estudios  de  expresión  de  mRNA  las  cabezas  de  mosca  se  almacenaron  a  ‐80ºC. 
Posteriormente se extrajo el RNA usando QIAzolTM Lysis Reagent (Qiagen). 
La  concentración  de  RNA  se  midió,  a  partir  de  la  absorbancia  a  260nm,  con  un 




Japan)  junto  con  cebadores  oligo‐dT  (25  pmol)  y  hexámeros  aleatorios  (50  pmol).  El  cDNA 
resultante  se  utilizó  como molde  para  RT‐PCR  con  SybrGreen  (SYBR®  Premix  Ex  Taq™  kit, 
Takara).  El  gen  Rpl18  se  utilizó  como  referencia.  Estos  experimentos  se  realizaron  por 
quintuplicado en un  termociclador Rotor‐Gene RG‐3000  (Corbett Research).  Las  condiciones 
de ciclado fueron 30 segundos a 95º C y 40 ciclos de (5 segundos a 95º, 15 segundos a 55ºC, 15 














































3000  g  (4000  rpm  Rotanta  460R Hettich)  durante  10 minutos.  El  sobrenadante  se  volvió  a 
centrifugar otros 2 minutos a 3000G. El segundo sobrenadante se llevó a un tubo de centrífuga 
de  sellado  (Quick‐Seal  13x64  mm)  de  6  ml  donde  se  sedimentaron  las  membranas  al 
someterlas  a  ultra‐centrifugación  (BECKMAN  COULTER Optimal‐100XP Ultracentrifugue)  con 








150 mM  y  EDTA 5 mM).  Se  incubaron en detergente durante 40 min  a 4ºC  en un  agitador 
noria. Posteriormente el mililitro se transfirió a 2,25 ml de una disolución de sacarosa al 80% 









A cada  fracción del gradiente  (1ml) se  le añadió TCA al 40% en H2O y se  incubaron en hielo 
durante 20 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 14.000 rpm a 4ºC durante 30 minutos. 
Descartado el  sobrenadante,  se añade etanol absoluto  frío y  se vuelve a  centrifugar 14.000 
rpm  a  4ºC  durante  30  minutos.  Esta  operación  se  realizó  dos  veces  más.  Finalmente  el 
precipitado  final se dejó secar y se  resuspendió en un  tampón de carga  (63mM Tris‐HCl, pH 
6,8, 10% glicerol, 2% SDS, 100mM DTT y azul de bromofenol) se calentó durante 5 minutos a 
















Inmediatamente después,  las  tiras de  IPG se equilibraron  [550] durante 15 minutos con 1 % 
DTT w/v en un tampón de equilibración (50mM Tris‐ HCl, pH 8,8, 6M urea, 30 % glicerol v/v, 2 
%  SDS  w/v,  0,01  %  azul  de  bromofenol  w/v),  seguido  de  otros  15  minutos  en  2,5  % 














detuvo el  revelado con EDTA‐Na2∙2 H2O al 1,46%  (p/v) durante 10 minutos. Tras  los  lavados 
finales los geles se conservaron en agua MilliQ y a 4ºC. Se digitalizaron usando un escáner de 









Para  la  cuantificación  de  colesterol  se  utilizó  el  Kit  Amplex  Red  Cholesterol  Assay  kit  de 





dihidroxifenoxazina)  en  presencia  de  peroxidasa  de  rabanillo  con  una  estequiometria  1:1 
dando  como  producto  de  reacción  una molécula  de  resorufina  altamente  fluorescente  (λ 
excitación=  571nm,  λemisión=  585nm).  Usando  placas  de  96  pocillos  (NUNC)  se  midió  la 





Para  la  cuantificación  de  esfingomielina  se  utilizó  un  ensayo  fluorimétrico  modificado  de 
Hojjati y Jiang (2006) [551] puesto a punto por el laboratorio de la Dra. Ledesma [552] basado 
en  la  transformación  de  la  esfingomielina presente  en  la muestra  (secada  en presencia  del 
detergente  Thesit)  en  colina  y  su  posterior  oxidación  a  betaína  aldehído  por  acción  de  la 
enzima esfingomielinasa,  la  fosfatasa alcalina y  la colina oxidasa produciendo H2O2, que a su 
















Figura 24. Esquemas de  la  reacción y procedimiento del ensayo  fluorimétrico 
para la cuantificación de esfingomielina. 
 





La espectrometría de masas es una  técnica de análisis  cualitativo que aunque  se denomina 
como una técnica espectroscópica, poco tiene que ver con la espectrofotometría clásica ya que 
no proporciona ningún parámetro  relacionado  con  la emisión o absorción de una  radiación, 
además de ser una técnica destructiva en contraposición al resto de técnicas espectroscópicas. 
Se basa en  la obtención de  iones a partir de moléculas orgánicas que posteriormente  serán 
separados en  función de  su masa y  su  carga y  finalmente detectados. El espectro de masas 
representa, por  tanto, un parámetro  relacionado con  la presencia de  los diferentes  iones en 
función de  la relación masa/carga [553]. La espectrometría de masas (MS) se ha posicionado 
en  los  últimos  años  como  la  técnica  dominante  en  los  análisis  lipidómicos.  Consta  de  tres 
eventos  fundamentales:  la  ionización,  la  separación  iónica  dependiente  de  su  masa  y  la 
104 
 
detección  del  ión.  La  ionización  normalmente  va  precedida  de  una  separación  en 
cromatografía  líquida  (LC)  o  cromatografía  de  gases  (GC).  Los  principales  métodos  de 
ionización  son  ionización  por  eletrospray  (ESI),  ionización  por  impacto  electrónico  (EI)  o 
desorción/ionización  láser  asistida  por  matriz  (matrix  assisted  laser  desorption/ionisation 
(MALDI)). La separación puede realizarse por varios tipos de analizadores de masas como triple 
cuadrupolo, trampa de iones, orbitrap o tiempo de vuelo (TOF), que utilizan campos eléctricos 
o magnéticos  para  afectar  la  trayectoria  y  la  velocidad  de  las  partículas  en  función  de  su 
carga/masa  (q/m).  Finalmente  el  detector  registra  la  carga  del  ión.  La  MS  permite  la 
determinación de especies moleculares  lipídicas  intactas en pequeñas cantidades de muestra 




degradación,  fundamentalmente  por  oxidación  de  los  lípidos  poliinsaturados.  La 
determinación  “semi‐cuantitativa”  toma  como  referencia  la  cantidad  de  proteínas  de  la 
muestra además de la medida de estándares internos introducidos en la muestra. Actualmente 
la  lipidómica  se  considera  una  técnica  cualitativa  utilizándose  fundamentalmente  para  la 
determinación relativa de componentes en diferentes condiciones. La extracción de lípidos con 
diferentes mezclas de metanol  conlleva  la precipitación de  las proteínas de  la muestra.  Las 
distintas mezclas de extracción se utilizan en función del tipo de lípido de interés y del método 
analítico  que  se  va  a  utilizar  siendo  la  más  común  la  mezcla  cloroformo/metanol  (2:1). 
Variaciones  en  dicha  mezcla  junto  a  extracciones  en  fase  sólida  o  separaciones 
cromatográficas  permiten  la  realización  de  extracciones  selectivas  y  el  fraccionamiento  en 
extractos  lipídicos  para  un  mejor  análisis  posterior.  Las  técnicas  lipidómicas  permiten  la 
obtención  de  datos  para  diferentes  subclases  lipídicas  salvo  en  el  caso  del  colesterol  que 
únicamente  permiten  obtener  la  suma  de  especies  que  contienen  colesterol  y  colesteril 
ésteres y  triacilgliceroles ya que muchos de ellos solapan durante  la detección. La  ionización 
puede estar dirigida hacia la formación de iones positivos (útil para el análisis de fosfolípidos, 
esfingolípidos y acilgliceroles) o hacia iones negativos (para fosfatidilinositoles, fosfatidilserina 
y  ácido  fosfatídico).  La  identificación  de  cada  compuesto  requiere  de  librerías  basadas  en 
patrones  de  fragmentación  reproducibles  obtenidos  para  sustancias  de 





Los  lípidos  de  los DRM  se  analizaron  como  se  describe  en  [556].  Se  utilizó  una  plataforma 
basada  en  cromatografía  líquida  de  ultra‐rendimiento  (UPLC)‐tiempo  de  vuelo  (TOF)‐ 
espectrometría  de masas  (MS)  para  analizar  los  lípidos  extraídos  con  cloroformo/metanol 












La  Espectroscopía  Raman  es  una  técnica  fotónica  de  alta  resolución  que  proporciona 
información química  y estructural de  compuestos orgánicos e  inorgánicos,  sin necesidad de 
destruir  la muestra ni someterla a una preparación especial, permitiendo analizar materiales 
en cualquier estado: sólido,  líquido o gaseoso. El  fenómeno Raman  fue descrito por el  físico 
indio C.V. Raman  en  1928, hecho por  el que  recibió  el premio Nobel de  física  en  1930.  Se 
produce al  incidir un  fotón  sobre una molécula e  interaccionar  con  la nube de electrones de 
sus enlaces, excitándola a un estado virtual. 
 
Los  enlaces  entre  iones  y  átomos  que  conforman  las  moléculas  y  estructuras 
macromoleculares  están  sometidos  a  constantes movimientos  vibracionales  y  rotacionales 
(modos), que dependen de  la masa de  las partículas y del comportamiento dinámico de  los 
enlaces  implicados.  La  vibración  global  de  la molécula  está  compuesta  por  la  suma  de  los 
diferentes  modos  de  vibración  de  diferentes  frecuencias.  Cada  modo  lleva  asociada  una 
energía que depende de la amplitud del movimiento y es propia de cada molécula, es decir, la 













y  el  estado  físico  de  la muestra  e  independiente  de  la  radiación  incidente.  Si  la molécula 
regresa  a un  estado de mayor  energía que  el de  partida,  el  fotón dispersado habrá  cedido 
parte de su energía produciéndose  la dispersión Raman Stokes. Si  la molécula termina en un 
estado energético de menor energía que el inicial significaría que el estado de partida no era el 
estado  fundamental  y  que  la  molécula  le  ha  transferido  energía  al  fotón  produciendo 





de  sus picos podría  asociarse  a un modo de  vibración. El espectro  representa  la  intensidad 
óptica dispersada en  función de número de ondas normalizado  (cm‐1)  (número de veces que 






suele  situarse  sobre  la  banda  Rayleigh,  siendo  el  eje  de  abscisas  la  diferencia  entre  la 
frecuencia Raman y la de la radiación incidente, normalizada respecto a la velocidad de la luz. 
Además,  a  temperatura  ambiente,  el  99%  de  las  moléculas  se  encuentra  en  el  estado 
vibracional  de menor  energía  (ley  de  distribución  de  energías  de Maxwell‐Boltzman)  y  por 
tanto, la probabilidad de que ocurra dispersión Raman Stokes es mucho mayor que dispersión 
Raman anti‐Stokes por  lo que su  intensidad es 100 veces superior y suele ser  la única que se 
representa en la parte positiva del eje.  
 
En  la  actualidad,  la  Espectroscopía  Raman  se  utiliza  para  la  determinación  de  muestras 
biológicas.  Permite  la  detección  de  proteínas,  ácidos  nucleicos,  lípidos  [559],e  hidratos  de 



































1. CAPÍTULO 1:  ESTUDIO DE  LA  FUNCIÓN DE ApoD  EN UNA PROTEINOPATÍA:  LA ATAXIA 
ESPINOCEREBELOSA TIPO I (SCA1) 
 
Los efectos neuroprotectores y  la  interacción con  lípidos, son dos constantes de  la ecuación 
que definiría la función de ApoD y sus homólogos [21, 57, 72, 75, 81, 83, 89, 542‐544, 562‐568] 
La sobreexpresión de ApoD observada durante el envejecimiento y en un amplio espectro de 
enfermedades  neurodegenerativas  parece  ser  una  respuesta  del  SNC  frente  al  daño, 
especialmente  frente al estrés oxidativo  [15, 43, 45, 569]. Tanto el envejecimiento como  las 
enfermedades  neurodegenerativas  comparten  dos  mecanismos  responsables  de  sus 
devastadoras  consecuencias  incluso  en  los  casos  en  los  que  el  origen  primario  de  la 
enfermedad  fuera de muy diferente naturaleza  [570]: el daño provocado por  la generación 






muchas  enfermedades  neurodegenerativas,  situarían  a  ApoD  y  sus  homólogos  como  parte 






de ApoD, GLaz  y NLaz,  ante  una  situación  patológica  en  la  que  los  sistemas  de  control  de 
calidad  de  proteínas  se  encuentren  especialmente  alterados.  Para  ello  se  seleccionó  un 
modelo de ataxia provocado por  la expresión de proteínas poliglutaminadas  [541],  la Ataxia 















La  expresión  de  la  versión  patogénica  de  la  proteína  humana  Ataxina  1  poliglutaminada 
(hATXN182Q) en  los  receptores de  la  retina de Drosophila  (promotor gmr), usando el sistema 
GAL4/UAS, construye un modelo de degeneración en el ojo. Esta degeneración comienza en el 
estadio de pupa tardía  (a 25ºC) con  la aparición de  las primeras  inclusiones nucleares en  los 
fotorreceptores [541].  
 
En este modelo,  las medidas por PCR cuantitativa de  los niveles de mRNA en  las cabezas de 
moscas de 5 a 6 días mostraron una expresión de GLaz tres veces mayor que los controles, lo 






reportera: GLaz  fusionada con GFP. El estudio de  la expresión de  la proteína GLaz  fusionada 
con  la  proteína  fluorescente  GFP  bajo  el  promotor  nativo  de  GLaz  (dos  inserciones 
independientes: GLaz:GLaz‐GFP[FX] y GLaz:GLaz‐GFP[F2]) [75] mostró células GFP positivas en 
la retina (Fig. 27B). Estas células no colocalizaron con el marcador neuronal 22C10 (Fig. 27Bb), 






edad.  Diferencias  estadísticas  estudiadas  con  el  test  de  Mann‐Whitney  U.  *  p<  0,05.  B. 












Para  estudiar  el  efecto  de  GLaz  ante  la  neurodegeneración  basada  en  proteínas 
poliglutaminadas,  primeramente  se  expresó GLaz  en  los  propios  fotorreceptores  junto  a  la 






de  los  receptores  (Fig.  28,  Fig.  29).  Este  efecto  se  repitió  utilizando  dos  inserciones 
independientes de UAS:GLaz y dos inserciones EP que también controlan la expresión de GLaz.  
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(gmr>hATXN182Q)  y  rescatado  (gmr>hATXN182Q+GLaz2).  Ejemplos  representativos  de 
microscopía de  luz. B. Imagen procesada con un filtro de superficie de  la región central de  la 
retina. C. Histoquímica hematoxilina/eosina de secciones de parafina. La doble flecha marca el 









cualquier  proteína  en  los  fotorreceptores,  se  expresó  una  proteína  control  (LacZ)  que  no 
modificó el fenotipo de degeneración. (Fig. 28B, Fig.29A). 
 
También se comprobó que  la cantidad de hATXN182Q producida en  los  fotorreceptores no se 







Figura  29.  Efecto  de  diferentes  formas  de  ganancia  de  función  de  GLaz  y  NLaz  sobre  la 







Por otro  lado,  la misma expresión de  la proteína mutadahATXN182Q se realizó sobre un fondo 




 El efecto observado ante  la  sobreexpresión de GLaz  fue mínimo al agravar  la degeneración 
realizando los experimentos a 29ºC (debido a que la expresión del sistema GAL4‐UAS aumenta 
con  la  temperatura)  o  con  una mayor  expresión  del  genhATXN182Q  en  función  del  sitio  de 
















Por último, el efecto de GLaz  sobre  los  agregados nucleares  característicos de este modelo 
[541]  se  estudió  mediante  la  detección  inmunohistoquímica  de  Ataxina  humana  en  las 
secciones de retina  (Fig. 28D). La expresión de GLaz no  impidió completamente  la formación 












Teniendo en cuenta que  las  lipocalinas son proteínas secretadas y que  los fotorreceptores no 
expresan GLaz, siendo las células gliales las que responden a la degeneración con un aumento 
de la expresión, se estudió, en segundo lugar, un posible efecto paracrino. Para ello se sobre‐
expresó GLaz en  las células que naturalmente  la producen mientras se expresaba  la proteína 
poliglutaminada  en  los  fotorreceptores  (gmr‐GAL4>UAS‐hATXN182Q).  Concretamente  se 
estudió el efecto de una dosis doble de GLaz, expresando la proteína de fusión GLaz‐GFP bajo 
el control de su promotor nativo  (GLaz:GLaz‐GFP)  (dos  inserciones  independientes: GLaz‐GFP 





Con  su  patrón  de  expresión  espacio‐temporal  nativo,  GLaz  fue  capaz  de  proteger  a  los 
fotorreceptores posiblemente accediendo a la ellos desde el espacio extracelular. El rescate se 
manifestó desde  los estadios tempranos de  la degeneración en  la pupa (5 días después de  la 
formación de la pupa) hasta las moscas adultas viejas (30 días de edad) (Fig. 31). 
 
Estos resultados  indican que el rescate no requiere de  la expresión de GLaz por parte de  la 
célula que está sufriendo el daño, sino que el efecto protector es posible cuando la fuente de 
la  lipocalina es una célula diferente a  la degenerada. Las células gliales y de soporte en  la 
retina  serían  las  fuentes  naturales  de  GLaz  más  próximas  en  este  caso  (Fig.  28B).  Este 
















marcador de  fotorreceptores 4C5  (Fig. 32Cb).  Sin  embargo,  en  retinas más degeneradas,  la 
señal de GLaz aparece en los fotorreceptores marcados con 4C5 (Fig. 32Cd).  
 
Esto sugiere una potencial  incorporación de  la  lipocalina extracelular a  los  fotorreceptores 







Figura  32.  Rescate  de  la  degeneración  de  los  fotorreceptores  dependiente  de  hATXN182Q  por  la 
sobreexpresión de GLaz con su patrón espaciotemporal nativo. A. Ejemplos representativos de microscopía 
electrónica  de  barrido  e  imágenes  magnificadas  de  degeneración  (gmr>hATXN182Q)  y  dos  diferentes 
transgenes de expresión de GLaz  (GLaz:GLaz‐GFP[FX]  y GLaz:GLaz‐GFP[F2]). B.  Estimación  cuantitativa de 
degeneración por computarización de un índice de regularidad basado en la varianza (σ) de las distancias de 
máxima  intensidad  local. Para cada genotipo se  indica el porcentaje de recuperación de degeneración. Se 
utilizaron más de 20 ojos por genotipo para calcular los índices de regularidad. C, a, b: la expresión de GLaz 
revelado por fluorescencia de GFP inmunohistoquímica de secciones de parafina de retinas de moscas que 
expresanhATXN182Qy  el  transgen  de GLazGLAZ‐GFP  [FX]:  los  núcleos  se muestran mediante  tinción  con 













La  co‐expresión  de NLaz  junto  a  hATXN182Q  en  los  fotorreceptores  también mostró  efectos 
protectores  (Fig.  33B;  Fig.  27B).  La  medida  del  índice  de  regularidad  morfológico  de  la 
superficie del ojo reveló una capacidad de rescate similar a  la de GLaz.  (Figs. 29B y 33D). Sin 






Figura  33.  NLaz  se  sobre‐expresa  en  respuesta  a  la  degeneración  de  los  fotorreceptores 
dependiente  de  hATXN182Q  y  su  sobreexpresión  con  el  sistema  GAL4/UAS  rescata  el  fenotipo 
patogénico. A. Niveles de mRNA de NLaz medidos por RT‐PCR en cabezas de moscas de 5‐6 días. Las 
diferencias  estadísticas  se  analizaron  con  el  test Mann‐Whitney  U.  *  P<0,05.  B.  Ojos  de mosca 
representativos  e  histoquímica  con  hematoxilina/eosina  de  secciones  de  parafina mostrando  el 
fenotipo  de  degeneración  (gmr>hATXN182Q)  y  el  rescate  de  NLaz  (gmr>hATXN182Q+NLazC5).  Las 
flechas marcan el grosor de la retina en las secciones histológicas. C. Rescate de la degeneración de 
los  fotorreceptores  por  la  co‐expresión  de  hATXN182Q  con  las  lipocalinas  NLaz  y  GLaz.  D. 













celular  se  consideraron  los  niveles  de mRNA  de  hATXN1  como  un marcador  de  viabilidad, 





Figura  34.Efecto  de  la  sobreexpresión  de  GLaz  sobre  la  muerte  celular  debido  a  la 
degeneración dependiente de hATXN182Qy  sobre  la expresión de modificadores deSCA1.A. 
Análisis  TUNEL  de  muerte  celular  por  apoptosis  en  secciones  de  parafina  de  retinas 
degeneradas  (gmr>hATXN182Q)  y  rescatadas  por  GLaz  (gmr>hATXN182Q+GLaz2).  Ejemplos 
representativos de secciones de retinas que muestran una disminución del número de núcleos 











1.6. GLaz  ALTERA  LA  EXPRESIÓN  DE  UN  GEN  RESCATADOR  DEL  FENOTIPO  DE  SCA1 
INVOLUCRADO EN LA ELIMINACIÓN DE LÍPIDOS PEROXIDADOS 
 




otros  genes  capaces  también  de  modificar  la  neurodegeneración  inducida  por  el  mismo 
modelo de SCA1 en Drosophila [541, 572]. Se seleccionaron aquellos que presentaran alguna 
relación con lípidos, con la intención de estudiar su comportamiento frente al rescate de GLaz. 
Estos  genes  fueron Glutation  S  transferasa  S1  (GstS1), un homólogo de  la prostaglandina D 
sintasa  hematopoyética  (HPGDS),  y  Vibrator  (Vib)  una  proteína  transportadora  de 
fosfatidilinositol homóloga a α‐PITPN en vertebrados. Tanto la sobreexpresión de GstS1 como 
de Vib suprimen  la neurodegeneración causada por  la Ataxina 1 poliQ humana mientras que 
únicamente  la  falta de  función de GstS1 acentúa el  fenotipo  [541, 572]. Sin embargo, no  se 
conoce la respuesta nativa de estos genes ante la degeneración. 
 
La  transcripción  de  Vib  se mantuvo  constante  tanto  en  el modelo  de  SCA1  como  en  la 
situación de  rescate por  sobreexpresión de GLaz  (Fig. 34C). Por el contrario, GstS1 presentó 
una  expresión  cuatro  veces  mayor  en  el  modelo  neurodegenerativo  frente  a  la  situación 
control. Esta inducción se redujo significativamente ante la sobreexpresión de GLaz (Fig. 34C). 
 
GstS1  se  ha  clasificado  como  parte  del mecanismo  defensivo  contra  el  estrés  oxidativo 
[573] y por primera vez, se ha encontrado una relación entre su regulación transcripcional y 
una neurodegeneración, aunque  la  causa directa deberá  ser estudiada. Mientras que GstS1 








Vib, a pesar de modificar el  fenotipo degenerativo de  SCA1 ante  su  falta de  función o  su 











La  relación  de GLaz  con  GstS1  es  un  primer  indicio  de  conexión  entre  los mecanismos  de 
control de  lípidos peroxidados y  los  involucrados en  la proteostasis.Gsts1 se oxida al catalizar 
la conjugación de los sustratos lipofílicos con glutatión reducido. Esto provoca la liberación de 
JNK  induciendo  la autofagia  [573]. Por  lo  tanto, el  control de  la oxidación de  lípidos podría 
tener efectos sobre los procesos de la autofagia en los que estén involucradas las membranas.  
 
Para  determinar  el  estado  de  la  proteostasis,  se  estudió  del  patrón  de  expresión  de  las 
proteínas  ubiquitinadas  tanto  por  inmunohistoquímica  como  por  inmunoblot  (Fig.  35).  Este 
estudio mostró una proteostasis alterada, propia de la neurodegeneración por poliglutaminas, 
por abundante presencia de agregados proteicos ubiquitinados (Fig. 35Ab, d) en comparación 
con  los  controles  (gmr  sólo  [resultados  del  laboratorio  no  publicados]  y  gmr>GLaz 
(sobreexpresión de GLaz en fondo silvestre) (Fig. 35Aa). 
 
La  co‐expresión  de  GLaz  con  hATXN182Q  redujo  considerablemente  esta  acumulación  (Fig. 
35Ac, e, f). Esta reducción es independiente del lugar de sobreexpresión de GLaz ya que tanto 










Figura  35.  Descenso  de  proteínas  ubiquitinadas  acumuladas  por  la  sobreexpresión  de  GLaz.A. 
Inmunohistoquímica  con  HRP  para  la  detección  de  ubiquitina  en  secciones  de  parafina  de  retinas 
control, degeneradas o rescatadas por GLaz que muestra una disminución del marcaje de ubiquitinas al 
sobre‐expresar GLaz.  B.  Cantidad  de  proteína  ubiquitinada medida  por  inmunoblot  de  ubiquitina  en 









alteración  de  la  autofagia  (Fig.  34C).  De  acuerdo  con  lo  esperado,  en  el  modelo  de 
degeneración de  los  fotorreceptores de Drosophila,  la autofagia presenta un aumento de su 
inducción  (Fig.  36A)  caracterizado  por  el  incremento  de  la  transcripción  del  gen  Atg8a,  un 
homólogo  de  LC3  en  vertebrados  [574].  Esta  inducción,  desencadenada  por  la 
neurodegeneración,  es  similar  en  magnitud  a  la  inducción  de  Atg8a  provocada  por  la 




Atg8  es  aún  mayor.  Esto  sugiere  que  existen  diferentes  mecanismos  de  inducción  de  la 
autofagia que actuarían de manera aditiva. 
 
La sobreexpresión de GLaz  tanto en  los  fotorreceptores como en  las células gliales nativas 




























medida  por  los  niveles  de mRNA  del  gen  Atg8B.  La  expresión  de  Atg8  disminuye  por  la  co‐
expresión de GLaz y de hATXN182Q. Las diferencias estadísticas se determinaron por el test Mann‐
Whitney  U.  *  P<0,05.  C.  Niveles  de  proteína  ubiquitinada  en  cabezas  de mosca medidas  por 
inmunoblot  después  del  tratamiento  con  el  inductor  de  autofagia  rapamicina.  Se  observa  un 
descenso de la cantidad de ubiquitina en la retina de moscas SCA1 cuando se expresa GLaz en los 











agregosomas a  la membrana autofágica  recién  formada, controlando así  su  incorporación al 





en  la acumulación de p62. Este efecto es  lo que  se observa ante  la  sobreexpresión de GLaz 
(Fig.  37A).  Por  otro  lado,  los  niveles  de  la  proteína  p62  aumentan  tras  la  inducción  de  la 
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1.10. LA  AUSENCIA  DE  GLaz  DETERIORA  EL  FLUJO  DE  LA  AUTOFAGIA  PERO  NO  SU 
INICIACIÓN. 
 
Si  la  sobreexpresión de GLaz  favorece  el desarrollo de  la  autofagia,  la  falta de GLaz  podría 
disminuir su eficiencia. Las moscas mutantes nulas para GLaz presentan niveles altos de p62 










 A.  La  inmunofluorescencia  de  retinas  control  (gmr>+)  y  con  falta  de  función  de GLaz  (GLazΔ2/Δ2) 
muestra  la  expresión  de  p62.  B.  Cuantificación  de  la  inmunofluorescencia  de  p62.  C. Niveles  de 





Según  los  resultados  presentados  en  este  capítulo,  una  proteína  extracelular,  unidora  de 
lípidos, miembro de  las Lipocalinas, podría ejercer una  función sobre un proceso  intracelular 
como la autofagia. ¿De qué manera?  
 
Los  resultados  obtenidos  con  el  modelo  de  SCA1  en  los  fotorreceptores,  junto  con 
experimentos previos [5] y resultados obtenidos en otra  línea de  investigación  independiente 
del  laboratorio  [543]revelan  una  internalización  de  ApoD  situándola  dentro  de  estructuras 
vesiculares  en  el  citoplasma  y  refuerzan  la  idea de una posible  actuación de GLaz desde  el 
interior de  las  células  afectadas. Por un  lado, GLaz  aparecía en  compartimentos  vesiculares 
intercelulares de los fotorreceptores en degeneración que no la expresan lo que implicaría una 




Esta posible  localización de ApoD en el  interior de  la célula  le permitiría actuar sobre  los dos 
mayores factores de la neurodegeneración y el envejecimiento: el daño provocado por ROS y 
el  deterioro  de  la  proteostasis.  En  concreto,  para  poder  explicar  los  efectos  sobre  el  flujo 
autofágico  observados  en  el  capítulo  anterior,  ApoD  debería  tener  acceso  a  los  procesos 
finales de la autofagia en los que existiera participación de membranas y lípidos. Por otro lado, 
la  estrecha  relación  de  ApoD  con  la  protección  contra  el  estrés  oxidativo  implicaría  su 
presencia  en  un  compartimento  sensible  a  dicho  estrés  en  donde  la  función  protectora  de 
ApoD  pudiera  ser  especialmente  necesaria  y  cuyo  deterioro  estuviera  relacionado  con  la 
supervivencia y la longevidad. 
 






Los  lisosomas  son  puntos  de  intersección  entre  la  vía  endocítica  y  autofágica,  claves  en  la 
eliminación  y  reciclado  de  materiales  dañados.  Así  mismo  son  fuentes  de  obtención  de 
materiales esenciales a partir del reciclado de elementos adquiridos por endocitosis (como  la 
extracción de colesterol de las LDL), tienen una estrecha relación con el metabolismo lipídico y 
son  una  herramienta  clave  en  la  reparación  de  membranas  y  la  eliminación  de  detritus 
generados  tras  un  daño.  Son  los  compartimentos  celulares  donde más  reacción  de  Fenton 
ocurre, cuyo producto final es el anión hidroxilo (OH∙) responsable, a su vez, de la peroxidación 
lipídica.  Además  son  puntos  de  decisión  entre  el  inicio  de  programas  de muerte  celular  o 
supervivencia. 
 






de  glioblastoma  humano  (1321N1)  que  expresan  ApoD.  La  inmunocitoquímica  de  hApoD 





El mismo procedimiento se  repitió en cultivos primarios de astrocitos de  ratón que  también 
expresan ApoD, para comprobar si esta colocalización era un fenómeno específico de un tipo 








Figura 39. ApoD  se endocita  y acumula en  los  lisosomas.  Ejemplos  representativos de  inmunocitoquímica para 
hApoD y LAMP2 (lisosomas) A. línea celular de astroglioma 1321N1 en respuesta a la adición de hApoD. Se observa 
colocalización de hApoD (rojo) citosólica con LAMP2 (verde) y marcaje pericitosólico de hApoD. B. cultivos primarios 





cambios  significativos de  la presencia de ApoD en  los  lisosomas ante el  tratamiento  con PQ 
(datos no mostrados). La presencia estable de ApoD en los lisosomas determinaría una nueva 
vía  de  actuación  para  una  lipocalina.  El  hecho  de  que  ApoD  sea  una  proteína  altamente 
glicosilada  le  permitiría  permanecer  activa  dentro  del  lisosoma.  ApoD  podría  controlar  el 
estado de oxidación de la membrana del lisosoma favoreciendo así los procesos de fusión con 
el  autofagosoma  y  por  tanto  fomentando  la  eficacia  de  la  autofagia. De  la misma manera 
podría mantener la integridad de los lisosomas y con ello favorecer la supervivencia celular. De 
hecho,  la  adición  de  la  proteína  en  estos  cultivos  mejora  la  resistencia  al  estrés  de  los 
astrocitos y disminuye sus niveles de reactividad [543]. 
 


















El crecimiento axónico es uno de  los procesos en  los que el  tráfico vesicular  juega un papel 
fundamental. La expansión de la membrana plasmática requiere de la actividad conjunta de los 
procesos de endocitosis y exocitosis [526, 527]. El transporte axónico implicaría uniones entre 
vesículas,  proteínas  transportadoras  y  citoesqueleto  que  requerirían  de  una  regulada 
composición y organización lipídica.  
 
El  primer  fenotipo  observado  ante  la  falta  de  la  lipocalina  Lazarillo  fue  un  defecto  en  el 
crecimiento  y  trayectoria  de  los  axones  durante  el  desarrollo  del  sistema  nervioso  de 
saltamontes [36]. Esta función en  la guía de axones fue el origen de su nombre. Los  intentos 
previos  de  extrapolar  este  fenotipo  a  sus  homólogos  de mosca  no  obtuvieron  resultados 
satisfactorios  (datos del  laboratorio no publicados). Sin embargo,  los  resultados presentados 
en esta Tesis sobre  la  influencia de GLaz en procesos  intracelulares como  la autofagia, en  los 
que podría estar actuando sobre procesos de tráfico vesicular, impulsaron la realización de un 
nuevo  intento.  Aunque  podría  considerarse  que  los  cultivos  primarios  celulares  son  una 
simplificación  exagerada  de  los  sistemas  y  que  los  resultados  no  son  extrapolables  a  los 
fenotipos del organismo completo, en algunas ocasiones simplificar el sistema, sobre todo en 
el caso del estudio del mecanismo de una proteína concreta, puede permitir eliminar aquellos 
otros  factores que  colaboran en  su  función  y que  impiden observar un  fenotipo  claro. Muy 












GLaz. Tras 6 horas después de  la siembra, se  fijaron y marcaron por  inmunocitoquímica con 






















2.2.  LA  FALTA  DE  GLaz  Y  NLaz  DISMINUYE  EL  NÚMERO  DE  SINAPSIS  ESTABLECIDAS  EN 
NEURONAS DE DROSOPHILA EN CULTIVO 
 








la  cantidad  de  sinapsina  (Fig.40).  Esto  podría  indicar  que  los  efectos  de  la  falta  de  las  dos 
lipocalinas no afectarían a la síntesis de las proteínas de las vesículas sinápticas en sí, sino a la 
generación y tamaño de  las sinapsis,  lo que es compatible con una posible  función sobre  las 
membranas.  
Por  lo tanto, se confirmó por primera vez  la conservación del fenotipo que dio nombre a  las 
lipocalinas de Drosophila homólogas a ApoD Lazarillo Glial y Lazarillo Neural. La presencia de 
fenotipo en el axón pero no en los filopodios concuerda con diferentes procesos de regulación 















los  lípidos.  Su  pertenencia  a  una  familia  de  proteínas  con  capacidad  para  unir  ligandos 
hidrofóbicos (las Lipocalinas), su presencia en  las macromoléculas transportadoras de  lípidos, 
su  secreción  al  exterior  celular  y  sus  efectos  sobre  la  oxidación  lipídica  reflejan  un  diseño 
molecular destinado al manejo de lípidos y control de calidad de las membranas. Sin embargo, 
la falta de un receptor y los variados efectos derivados de su función observados ante una gran 
diversidad  de  condiciones  han  dirigido  las  hipótesis  de  su  mecanismo  de  acción  hacia  el 
transporte  lipídico  y  la  regulación  de  su  disponibilidad  frente  a  las  necesidades  celulares, 
otorgando más importancia a sus ligandos en sí que a la propia lipocalina. Sin embargo, ApoD 
posee  ciertas  características que  le otorgarían  funciones mucho más  específicas que  la que 
compartiría con el resto de los miembros de su amplia familia de transportadores lipídicos. La 
lipocalina más cercana al ancestro común con ApoD, el homólogo en el saltamontes, Lazarillo, 
posee  una  peculiaridad  estructural  que  definiría  una  función  íntimamente  ligada  a  las 
membranas y que podría,  incluso, contraponerse a  la función transportadora. Lazarillo posee 
una  cola GPI que  la  ancla  a  la  cara  externa de  la membrana plasmática. Considerando una 
función  común  ancestral,  parecería  más  lógico  pensar  en  una  función  sobre  la  propia 
membrana que una función que le alejara de ella (transporte) (ver sección 1). 
 





embargo,  posee  una  región  en  su  estructura  anormalmente  hidrofóbica  para  una  proteína 
extracelular  que  podría  interactuar  con  la  membrana.  Esta  zona,  es  la  que  le  permitiría 
adherirse  a  las  HDL  y  LDL  además  de  interaccionar mediante  enlaces  disulfuro  con  otras 
apolipoproteínas  (mediante  la  cisteína  libre;  ver  sección  1.2).  El  propio  bolsillo  hidrofóbico 
también podría ser un sistema de anclaje si le permitiera anclarse directamente a los lípidos de 
la bicapa. Curiosamente, el parche hidrofóbico de ApoD se encuentra a la entrada del bolsillo. 
Por otro  lado, en el  capítulo 1 de  resultados  se ha mostrado un marcaje que podría  ser de 
membrana tras la adición de ApoD al medio extracelular de una línea de astroglioma humana 
de hApoD.  Estos  resultados han  sido  recientemente  confirmados  en  el  laboratorio  (Pascua‐
Maestro,  resultados  no  publicados).  La  internalización  de ApoD  también  podría  implicar  un 
contacto  con  la membrana.  El  hecho  de  que  hasta  el momento  no  se  haya  encontrado  un 
receptor,  quizás  indique  que  podría  ser  capaz  de  incorporarse  a  una  vía  de  endocitosis  sin 
necesidad de receptor.  
 


















ello  se  realizaron  preparaciones  de membrana  de  cerebros  de  ratones  adultos.  El  primer 
































Figura 42. ApoD  se encuentra en  las balsas  lipídicas de membranas de  cerebro de  ratón y de  células de 
astroglioma humano pero no modifica su composición en colesterol y esfingomielina. 
A. Fracción 3 (balsas lipídicas) del gradiente de sacarosa para la extracción de DRM. B. Inmunoblot de ApoD de 
ratón y Flotilina para  las  fracciones del gradiente de sacarosa para  la extracción de DRM de membranas de 
cerebro de ratón WT con Triton X‐114. C. Inmunoblot de hApoD y Flotilina para las fracciones del gradiente de 
sacarosa para la extracción de DRM de membranas de 1321N1 (glioblastoma humano) con Triton X‐114. Perfil 













En primer  lugar se midió  la cantidad de colesterol y esfingomielina, dos de  los componentes 























poco  solubles  en  los  disolventes  acuosos  utilizados  para  el  enfoque  isoeléctrico  [581,  582]. 
ApoD de  rata  tiene un pI= 4,05‐4,37  (según su grado de glicosilación)  [39], hApoD del  fluido 
cístico mamario presenta un pI = 3,75 [583]. Sin embargo, no se encontró ningún punto a 25kD 
que sólo estuviera presente en  los geles WT y no en  los ApoD‐KO. Por  lo tanto no se puede 

























Raman  (que  permite  obtener  información  promedio  de  la  muestra)  presenta  picos 
correspondientes a tirosinas (850 cm‐1), cisteínas (640 cm‐1) y enlaces disulfuro (540 cm‐1) en el 
WT que no aparecen en el KO  lo que concuerda con  la ausencia de ApoD en  las muestras KO 
(Fig.  45A).  Los  espectros  obtenidos  con  micro‐Raman  (asociado  a  un  microscopio)  (que 
permiten  estudiar  las heterogeneidades de  la muestra)  realizados  sobre  tres puntos  al  azar 
tanto de la muestra KO como de la WT presentan diferencias en la situación KO y no en la WT 
(Fig. 45B). Esto significa que la muestra KO no es homogénea a la escala de micro‐Raman. Los 
espectros muestran  diferencias  en  las  regiones  de  bajas  frecuencias  propias  de  los  enlaces 
responsables  de  las  conformaciónes  protéicas  (C‐S,  C‐N,  etc.)  y  de  las  altas  frecuencias 
correspondientes  a  –OH  formando  enlaces  de  hidrógeno  (3200‐3500  cm‐1).  También  se 
observan  variaciones  en  la  anchura  de  las  bandas  que  implican  diferencias  en  el  orden 












WT,  muestra  picos  correspondientes  a  tirosinas,  cisteínas  y  enlaces  disulfuro  en  el WT  y  no  en  el  KO  que 






muestras WT  y  KO  en  puntos  de  espectros  similares  y  entre  espectros  de muestras WT  y  KO  en  puntos  de 





ApoD.  Este  desorden  estructural  podría  deberse  a  cambios  conformacionales  o  de 






3.5. ApoD NO MODIFICA  LA DISTRIBUCIÓN DEL MARCADOR GENÉRICO DE BALSAS  LIPÍDICAS 
FLOTILINA 
No todas  las proteínas de membrana asociadas a  las balsas  lipídicas permanecen en ellas de 
forma  inmutable.  Algunas  proteínas  entran  o  salen  de  las  balsas  en  respuesta  a  eventos 
intracelulares o extracelulares como unión a ligandos, fosforilación u oxidación [214]. Si ApoD 
está modificando  la conformación de  los  lípidos que  forman  las balsas,  también podría estar 
modificando la distribución de las proteínas presentes en ellos. 
Para el estudio de  la  influencia de ApoD sobre  la distribución de Flotilina en  la membrana, se 
comparó por  inmunoblot el perfil de  flotilina en el gradiente de  sacarosa de membranas de 
cerebros de ratón WT tratadas con Triton X‐114 con el perfil generado por las membranas de 
cerebros ApoD‐KO en  las mismas condiciones. Para  la cuantificación se refirió  la densidad de 
cada  banda  a  la  suma  total  de  bandas  en  el  gradiente.  No  se  encontraron  diferencias 


















área  clave  para  el  estudio  del  estrés  oxidativo  [433,  434,  490].  Además  está  implicado  en 
importantes  funciones  como  la  memoria  explícita  y  memoria  espacial  que  ayuda  a  la 
navegación. Los ratones nulos para ApoD muestran un estrés oxidativo basal, una disminución 
de la resistencia a paraquat, un aumento de los lípidos peroxidados en el cerebro y un mayor 
fracaso  en  pruebas  comportamentales  como  la  disminución  en  la  actividad  locomotora  y 
exploratoria y déficit de memoria  [89]. El hecho de no haber encontrado diferencias ante  la 
falta de ApoD ni en  la composición proteica ni en  los dos componentes  lipídicos mayoritarios 
de  los DRM en  condiciones basales,  la estrecha  relación que parece existir entre ApoD  y el 






las  muestras  se  solubilizaron  con  cloroformo/metanol  y  se  analizaron  por  cromatografía 
líquida  de  ultra‐rendimiento  acoplada  a  espectrometría  de masas  (UPLC‐MS)  que  permitió 
determinar glicerolípidos, esteroles, esfingolípidos y glicerofosfolípidos. 
 





obtenidos  (por  quintuplicado)  para  las  cuatro  condiciones  (WT‐CTRL,  KO‐CTRL, WT‐PQ,  KO‐
PQ),permitió una clara separación entre el grupo de ratones tratados con PQ (WT‐PQ y KO‐PQ) 
(izquierda)  frente  a  los  no  tratados  (WT‐CTRL  y  KO‐CTRL)  (derecha).  Esto  indica  que  las 
mayores diferencias se encuentran al comparar la situación control con el tratamiento con PQ, 
















Del  total de especies detectadas, el DHA y el AA aparecen mayoritariamente en  las  familias 
lipídicas  que  contienen  ácidos  grasos  insaturados.  Todas  las  PC  que  contenían  DHA  y  AA 
sufrieron cambios significativos ante el estrés oxidativo, lo que corrobora la alta sensibilidad de 
los lípidos insaturados a la oxidación. Los DRM de hipocampo de ratón extraídos con Triton X‐
114  presentan,  por  tanto,  una  alta  representación  de  DHA  y  AA  concordando  con  el 




Figura 47. Los DRMs de hipocampos de  ratón  se alteran por  la acción de ApoD en 
situación de estrés oxidativo. 
A.  Análisis multivariante  dirigido  de  los  datos  obtenidos  del  análisis  lipidómico  por 
cromatografía  líquida  de  ultra‐rendimiento  acoplada  a  espectrometría  de  masas 
(UPLC‐MS) de dominios de membranas de hipocampos de 5 ratones adultos silvestres 
y5  nulos  para ApoD  en  condición  control  y  sometidos  a  estrés  oxidativo  por  PQ.  El 
primer  componente  t[1]  separa  los  individuos en  situación  control de  los  individuos 
tratados con PQ. El segundo componente  t[2] separa mejor  los  individuos WT de  los 
ApoD‐KO si han sufrido tratamiento con PQ que en situación control. B. Diagrama de 




3.6.2. LA  FALTA DE ApoD  PROVOCA UN AUMENTO DE MONOHEXOSILCERAMIDAS  EN  LOS 
DOMINIOS  DE  MEMBRANA  RESISTENTES  A  DETERGENTE  DE  MEMBRANAS  DE 
HIPOCAMPOS DE RATONES SOMETIDOS A ESTRÉS OXIDATIVO.  
 
La  existencia  de  diferencias  entre  los  niveles  de  cada  metabolito  en  las  condiciones 












De  los  metabolitos  que  cambian  ante  el  PQ  específicamente  cuando  falta  ApoD,  11  son 
monohexosilceramidas  (CMH),  7  PC  poliinsaturadas,  dos  PE  con  AA,  1  esfingomielina  y  1 




con  o  sin  ApoD.  Al  comparar  los  DRMs  WT  frente  a  los  ApoD‐KO,  cuatro 
monohexosilceramidas,  tres ceramidas y dos PC poliinsaturadas aparecen disminuidas en  los 
hipocampos sin ApoD, todas ellas (salvo una CMH) aparecen también alteradas ante el PQ de 
forma  dependiente  de ApoD. Únicamente  la  PE  16:1e/18:2  aumenta  ante  la  falta  de ApoD 
(aumenta  también  ante  el  tratamiento  con  PQ).  Seis  componentes  diferencian  ambos 
genotipos después del tratamiento con PQ, tres PE y tres PC (Tabla 5). ApoD parece ejercer su 
influencia fundamentalmente sobre las monohexosilceramidas y sus derivados frente al estrés 
oxidativo aunque algunas especies  lipídicas  también  se ven alteradas en  situación de estrés 
oxidativo ante  la pérdida de función de  la  lipocalina. Estos datos concuerdan con  la ausencia 





































COLESTEROL      MONOHEXOSILCERAMIDA      MONOHEXOSILCERAMIDA     
Colesterol  0,12  3,95E‐03  d18:2/22:0(2OH)  1,13  8,77E‐05  d18:1/25:1(2OH)  1,33  1,77E‐03 
FOSFATIDILETANOLAMINA      d18:1/24:2  1,27  7,05E‐05  d18:1/23:1  1,10  4,90E‐04 
18:1e/22:4  0,31  2,90E‐02  FOSFATIDILETANOLAMINA      d18:1/24:1(2OH)  0,81  1,01E‐04 
18:0/18:1  0,20  5,12E‐03  16:1e/18:2  0,55  3,59E‐02  d18:1/20:0(2OH)  0,80  2,04E‐03 
FOSFATIDILCOLINA      18:1e/18:2  0,65  6,07E‐03  d18:1/23:0(2OH)  0,79  9,74E‐03 
16:0/22:6  ‐0,20  2,36E‐02  FOSFATIDILCOLINA      d18:1/25:1  0,68  2,02E‐02 
16:0/20:4  ‐0,25  4,77E‐02  20:4/20:4+18:2/22:6+18:0/22:8  ‐0,34  3,46E‐03  d18:1/24:1  0,57  4,91E‐03 
16:0/18:2  ‐0,25  1,85E‐02  17:0/20:4  ‐0,24  1,09E‐02  d18:1/22:0(2OH)  0,54  2,60E‐02 
16:0/14:0+14:0/16:0  ‐0,29  2,90E‐03  18:0/22:6  ‐0,13  4,70E‐02  d18:1/23:0  0,53  3,86E‐02 
18:0/20:4  ‐0,30  1,31E‐02  15:0/20:4  ‐0,41  1,90E‐03  d18:0/22:0(2OH)  ‐0,54  3,05E‐02 
18:0/22:5  ‐0,30  3,94E‐03  O‐16:0/14:0  ‐0,53  1,28E‐03  d18:1/25:0  ‐0,67  5,63E‐03 
18:0/18:2  ‐0,31  3,82E‐03  O‐16:0/16:0  ‐0,46  2,69E‐03  CERAMIDA     
17:1/20:4+15:0/22:5  ‐0,33  4,74E‐02  18:1e/20:4  ‐0,48  1,11E‐03  d18:1/24:1+d18:2/24:0  0,56  2,21E‐03 
18:1/20:4+16:0/22:5  ‐0,33  1,52E‐02  16:0/18:0  ‐0,30  6,08E‐03  FOSFATIDILETANOLAMINA     
16:0/16:0  ‐0,34  1,57E‐03  14:0/18:2  ‐0,44  1,73E‐04  18:0/20:4  ‐0,08  1,98E‐02 
18:1/22:6  ‐0,34  6,09E‐04  14:0/20:4  ‐0,53  5,27E‐03  16:0/20:4  ‐0,17  1,05E‐02 
16:0/20:3  ‐0,35  2,28E‐02  O‐16:0/18:0+O‐18:0/16:0  ‐0,59  1,90E‐03  FOSFATIDILCOLINA     
18:1/18:2  ‐0,38  2,05E‐02  ESFINGOMIELINA      18:0/22:4  ‐0,21  2,99E‐02 
18:0/20:5+16:0/22:5  ‐0,40  2,59E‐03  d18:0/18:0  ‐0,67  3,00E‐03  O‐16:0/18:1 + 18:1e/16:0  ‐0,22  2,26E‐02 
20:3/20:4  ‐0,50  3,59E‐03  d18:0/16:0  ‐0,63  1,01E‐02  16:0/20:5  ‐0,33  2,89E‐03 
ESFINGOMIELINA            16:1/20:4  ‐0,35  1,09E‐02 
d18:1/16:0  ‐0,53  6,09E‐03        18:3/18:3  ‐0,39  2,68E‐02 
d18:1/18:0  ‐0,55  1,78E‐03        O‐16:0/20:4  ‐0,39  3,92E‐03 
d17:1/16:0+d18:1/15:0  ‐0,55  2,67E‐02        18:2/20:4  ‐0,66  8,41E‐04 
d18:1/20:0+16:1/22:0  ‐0,94  3,21E‐04        ESFINGOMIELINA     
CERAMIDA            d18:1/23:0  ‐0,98  6,59E‐03 
d18:1/23:0  ‐0,51  1,61E‐02             
d18:1/24:0  ‐0,60  3,10E‐02             





Lípido  log2(fold change)  Student's t‐test (p)  lípido  log2(fold change)  Student's t‐test (p) 
FOSFATIDILETANOLAMINA      FOSFATIDILETANOLAMINA     
16:1e/18:2c  0,35  1,77E‐02  16:0/20:4a  ‐0,12  1,16E‐02 
FOSFATIDILCOLINA      18:1e/18:1  ‐0,41  4,71E‐02 
14:0/18:2c  ‐0,21  2,50E‐02  18:1e/22:4a  ‐0,36  2,75E‐02 
18:0/20:5+16:0/22:5a  ‐0,22  2,82E‐02  FOSFATIDILCOLINA     
CERAMIDA      18:3/18:3b  ‐0,48  1,47E‐03 
d18:1/20:0a  ‐0,54  3,72E‐02  18:2/20:4b  ‐0,44  2,11E‐02 
d18:1/24:0a  ‐0,52  4,42E‐02  18:1/22:6a  0,15  3,53E‐02 
d18:1/24:1+d18:2/24:0b  ‐0,56  4,07E‐02       
MONOHEXOSILCERAMIDA           
d18:1/20:0(2OH)b  ‐0,74  3,40E‐02       
d18:1/22:0(2OH)b  ‐0,78  4,67E‐02       
d18:2/22:0(2OH)b  0,37  4,29E‐02       
d18:1/24:0(2OH)  ‐0,77  3,37E‐02       
a. cambian en WT ante el PQ. b. cambian en ApoD‐KO ante el PQ. c. cambian en ambos ante el PQ.
 
TABLA  4.  Listado  de  especies  lipídicas  que  modifican  su  concentración  respecto  a  los  controles  ante  el 
tratamiento  con  PQ.  Especies  lipídicas  de  DRMs  de  membranas  de  hipocampo  de  ratón  analizadas  por 
cromatografía  líquida  de  ultra‐rendimiento  acoplada  a  espectrometría  de  masas  (UPLC‐MS)  que  muestran 
diferencias  a)  ante  el  tratamiento  con  PQ  sólo  en  la  situación WT,  especies  lipídicas  que  cambian  en  ambas 











El  código  de  color muestra  el  factor  de  cambio  de  las  distintas  especies  lipídicas  (las  tonalidades  rojas  indican 
aumento y  las  tonalidades verdes disminución). Las bandas en  tonos grises muestran  los p valores obtenidos del 

















Los  cambios más  significativos  del  estudio  lipidómico  de  los DRMs  se  encuentran  entre  las 
monohexosilceramidas  (CMH). Todas  las monohexosilceramidas afectadas por el tratamiento 
con  PQ  en  los DRMs  de  hipocampos  de  ratón  aumentan,  comportamiento  contrario  al  del 
resto  de  lípidos  de  los  DRMs  detectados.  11  monohexosilceramidas  presentan  un 
comportamiento significativamente diferente ante el PQ en la condición ApoD‐KO respecto al 
comportamiento de los DRMs control. Nueve aumentan significativamente mientras que las 2 
restantes disminuyen  (Fig.49A). Destacado es el cambio del 69%  tras el  tratamiento  con PQ 
experimentado por  la CMH  (d18:1/25:1(2OH)) en  los DRMs ApoD‐KO  respecto al  control, el 
experimentado  por  CMH  (d18:1/20:0(2OH))  del  49%  y  el  de  CMH  (d18:1/22:0(2OH))  50% 
(Fig.49B). Otras dos CMH, CMH (d18:1/24:2) y CMH (d18:2/22:0(2OH)), ambas poliinsaturadas, 
responden  significativamente  al  PQ  de  manera  común  en  ambos  genotipos  aunque 









Figura  49.  Las monohexosilceramidas  experimentan mayor  aumento  en  los DRMs  de  hipocampos  de  ratones 
ApoD‐KO ante el tratamiento con PQ.  
A.Zona  del  heatmap  de  las  CMH  amplificado.B.  CMH  (d18:1/20:0(2OH)),  (d18:1/22:0(2OH))  y  (d18:1/25:1(2OH)) 
registran una relación de factor de cambio (ratio fold change) superior a 1,5 al comparar el comportamieno de los 




Las  monohexosilceramidas  (cerebrósidos)  son  intermediarios  del  metabolismo  de  los 
gangliósidos (componentes  importantes de  los dominios de membrana no analizados en este 
estudio  lipidómico  por  no  ser  extraídos  con  metanol/cloroformo).  Se  producen  en  los 
lisosomas como productos del catabolismo de los gangliósidos a través de la acción de enzimas 
como la GM1‐β‐galactosidasa o la GalCer‐β‐galactosidasa [154] (Fig. 49A) o en la membrana a 
partir de  ceramida  como base para generar glicoesfingolípidos  complejos. Poseen  funciones 
bioquímicas  como  el  transporte  intracelular  de  membrana,  proliferación  o  supervivencia 
celular. No solo contribuyen a las propiedades de la superficie de la membrana plasmática sino 
que  interactúan  con  proteínas  de  la  superficie  modulando  su  función.  Son  componentes 
esenciales  de  la mielina  donde  establecen  interacciones  entre  ellos  o  con  otras  proteínas 




En  los  DRM  de  hipocampos  de  ratón  estudiados,  las monohexosilceramidas  aumentan  en 
respuesta a PQ  lo que podría  indicar un  incremento de  la degradación de gangliósidos o una 





estar  protegiendo  a  los  gangliósidos  de  la  oxidación  por  PQ  de  tal  manera  que  su  falta 









Tres  ceramidas  saturadas  de  las  6  detectadas  en  los  DRMs  de  hipocampo,  las  18:1/23:0, 
18:1/24:0 y 18:1/20:0, disminuyen de forma significativa con el tratamiento con PQ de forma 





ceramida di‐insaturada que  se  comporta de manera  contraria,  aumenta  tras  el  tratamiento 
con  PQ.  Este  metabolito  podría  seguir  la  misma  vía  mencionada  para  las 
monohexosilceramidas,  siendo  un  producto  de  la  degradación  de  glucosilceramidas  o 




Las  ceramidas  son  la  base  de  la  biosíntesis  de  las  esfingomielinas,  galactoceramidas  y 
glucosilceramidas que a su vez pueden convertirse en cientos de glucoesfinglípidos complejos.  
 









































A.Vías  de  degradación  de  esfingolípidos  en  el  lisosoma  (Konrad  Sandhoff,  2013). B. Metabolismo  de 
ceramidas  (Benjamin  T.  Bikman,  2011).  C.  Vías  del  metabolismo  de  esfingomielinas,  ceramidas  y 
colesterol, su modulación ante el estrés oxidativo y su papel en  la muerte neuronal (Cutler, RG.,2004). 
La producción de esfingomielinas a partir de serina y palmitoil CoA está catalizada por la enzima serina 







en  función de  la presencia o no de ApoD. Cuatro de ellas  (todas poseen ácido oleico  (18:1)) 
disminuyen  únicamente  en  los  DRMs  WT  (Fig.52A).  Sólo  la  esfingomielina  d18:1/23:0 





















Por  el  contrario,  las  dos  PE  (18:0/18:1  y  18:1e/22.4)  alteradas  específicamente  en  los WT 
aumentaron frente al PQ. Dos PE de cadena corta se vieron alteradas de forma común a ambos 
















cadena  corta permanecen  constantes. Ninguna de  las  fosfatidilcolinas  con DHA  se altera de 
forma específica ante  la  falta de ApoD, mientras que  sí aparecen modificaciones en algunas 
fosfatidilcolinas con AA. En todos los casos las fosfatidilcolinas disminuyen tras el tratamiento 
con PQ lo que indicaría que las fosfatidilcolinas se oxidan y/o degradan. Este comportamiento 













oxidación  podría  indicar  una mayor  pérdida  de  colesterol  en  las membranas  o  una menor 
captación  del  colesterol  procedente  de  las  LDL  o  HDL.  Un  desequilibrio  en  la  composición 








niveles  de  colesterol  aumentan  y  disminuye  la  fluidez  de  membrana  en  las  neuronas 
hipocampales [591]. Esto podría considerarse un sistema de defensa que intentaría aumentar 
la estabilidad de  las membranas que están siendo modificadas por  la oxidación. Además, un 
aumento  en  la  fluidez  de  las membranas  podría  amplificar  el  efecto  destructivo  del  estrés 
oxidativo al favorecer la agrupación de balsas lipídicas que elevarían la producción de ROS por 














De  los 4  fosfatidilinositoles detectados en  los DRMs ninguno muestra alteraciones ni ante el 
PQ  ni  ante  la  presencia  o  ausencia  de  ApoD.  Los  fosfatidilinositoles  se  sintetizan 
exclusivamente  en  el  ER por  la misma  vía que  la  fosfatidilserina, no poseen ninguna  amina 
protonable porque derivan del inositol y presentan múltiples opciones de fosforilación (Fig. 56) 











En  resumen, ApoD  parece  estar  implicado  en  las  vías  del metabolismo  de  esfingolípidos, 
concretamente en  la ruta de  los gangliósidos, activadas ante el estrés oxidativo. La falta de 
ApoD modifica  la  respuesta de  las monohexosilceramidas de  los DRMs de membranas de 
hipocampo  de  ratón  ante  el  tratamiento  con  PQ,  provocando  su  aumento  posiblemente 
como consecuencia de  la oxidación y degradación de gangliósidos o de  la síntesis de novo. 



























En primer  lugar, se ha demostrado que  tanto GLaz como NLaz  forman parte de  la  respuesta 
transcripcional endógena ante la neurodegeneración provocada por la expresión de la proteína 
poliglutaminada  Ataxina  1  humana.  La misma  respuesta  se  había  observado  para  ApoD  en 
otras  enfermedades  neurodegenerativas  pero  no  para  una  neurodegenerativa  basada  en 




En  segundo  lugar  se  ha  determinado  que  ambas  proteínas  son  capaces  de  contrarrestar  el 
daño generado por una proteína poliQ, manteniendo  la viabilidad celular y  la  integridad del 
tejido  pero  dejando  inalterados  los  agregados  de  la  proteína.  Dicho  efecto  protector  es 
persistente  en  el  tiempo  e  independiente  de  la  naturaleza  autocrina  o  paracrina  de  la 
expresión del rescatador en relación al foco de daño. La mejora inducida por GLaz y NLaz no es 
debida  a  una  actuación  directa  sobre  la  proteína  poliglutaminada  defectuosa,  o  sobre  los 
agregados que genera sino sobre las consecuencias patológicas de su expresión y acumulación. 






de  impedir  la muerte  celular,  la  respuesta  ante  la  degeneración  por  poliQs,  a  través  de  la 








mutadas como  la huntingtina  también responden a  la degeneración con una  inducción de  la 






La  sobreexpresión  de  GLaz  en  el  contexto  neurodegenerativo  promueve  la  eliminación  de 
proteínas ubiquitinadas junto al receptor de carga autofágica p62, sin necesidad de  inducir  la 





su actuación recaiga sobre alguno de  los procesos autofágicos en  los que estén  involucrados 
los lípidos. La degradación de los sustratos por autofagia requiere de la confluencia de la carga 
del  autofagosoma  y  las  enzimas  del  lisosoma  en  un mismo  compartimento.  Para  ello  debe 
producirse  la fusión de  las membranas de ambas vesículas. El contenido  lipídico tanto de  los 
autofagosomas como de  los  lisosomas modula  la  fusión vesicular en  la autofagia  [401]. GLaz 
podría modular  dicha  fusión  a  través  de  cambios  en  los  lípidos  de  las membranas  de  tal 
manera que su pérdida de función implique un bloqueo de la etapa final de la autofagia y por 
tanto,  una  acumulación  de  los  elementos  que  deberían  ser  degradados.  Su  sobreexpresión 
natural  frente a una patología podría  favorecer y promover  la eficacia de  la  fusión entre  las 




los  procesos  finales  de  la  autofagia  (hasta  el  momento  escasos  y  poco  estudiados)  y  los 
convertiría en eficaces dianas terapéuticas que permitirían potenciar  los efectos beneficiosos 





con  proteínas  poliglutaminadas  (ver  sección  3.2)  [334].  Esto  confiere  a  las  proteínas  con 
capacidad promotora del flujo de la autofagia como ApoD un amplio radio de acción. Por ello, 








Por otro  lado  se ha  comprobado que el nexo entre GLaz  y el estrés oxidativo  se mantiene, 
aunque  también  esté  actuando  sobre  otros  procesos  como  la  autofagia,  al  establecer  una 
relación  entre  la  expresión  de  un  gen  implicado  en  los mecanismos  protectores  contra  el 
estrés  oxidativo, GstS1  y GLaz.  Ambas  proteínas  forman  parte  de  la  respuesta  celular  a  la 
oxidación lipídica y modifican el fenotipo del modelo de SCA1 en los fotorreceptores [541]. La 
sobreexpresión de GLaz en el entorno degenerativo provoca una disminución en  la expresión 
de GstS1.  Esto  podría  indicar  que GLaz  controlaría  la  oxidación  de  los  lípidos mientras  que 
GstS1 eliminaría los ya oxidados, de tal manera que una mayor y más eficaz actuación de GLaz 
implicaría  una  menor  necesidad  del  paso  siguiente  y  por  tanto  una  disminución  de  su 
expresión. La relación de GLaz/ApoD con el estrés oxidativo entronca con el mecanismo de la 
autofagia  ya  que  las  reacciones  en  cadena  de  la  peroxidación  lipídica  podrían  dañar  los 
sistemas de degradación de la célula [442] y la protección ejercida por GLaz contra la oxidación 




patológica confiere a  la familia de ApoD un  importante y eficaz papel dentro de  la respuesta 




Por otra parte,  se ha detectado  la endocitosis de GLaz  (expresada en  las células gliales) por 
parte de los fotorreceptores sometidos al estrés provocado por el modelo neurodegenerativo 
de SCA1. Los primeros estudios sobre  la distribución de ApoD también defendían una posible 
endocitosis  de ApoD  por  parte  de  tipos  celulares  que  no  la  expresan  [5].  Los  astrocitos  de 






Una  posibilidad  sería  explicar  la  función  de  ApoD/GLaz  a  través  del mecanismo  de  acción 
común a todas las lipocalinas, el transporte de lípidos, considerando por tanto que GLaz podría 
gestionar  los  lípidos  de  la membrana  plasmática  desde  el medio  extracelular  [599].  GLaz, 
desde  el  exterior,  podría  influir  sobre  las  membranas  que  intervienen  en  la  autofagia 
aceptando  que  el  origen  de  la membrana  del  fagóforo  fuera  la membrana  plasmática  (ver 
sección 3.1) o bien asumiendo que el tráfico vesicular podría distribuir los efectos ejercidos por 








Otra  posibilidad  sería  proponer  que  ApoD  y  sus  homólogos,  a  pesar  de  ser  proteínas 
secretadas, pudieran tener acceso a las membranas del interior celular y por tanto, ejercer su 
función,  o  al menos  parte  de  ella,  dentro  de  la  célula.  Los  experimentos  que muestran  la 
endocitosis de GLaz o hApoD permiten considerar esta posibilidad.  
Según  la  interpretación  de  los  resultados  anteriores,  GLaz  podría  favorecer  el  flujo  de  la 
autofagia  a  través  de  un  mecanismo  con  efectos  en  la  fusión  entre  las  membranas  del 
autofagosoma y del lisosoma. Para que ApoD pudiera actuar sobre esta fusión desde el interior 
de  la célula debería poder tener acceso, o bien a  la membrana del autofagosoma o bien a  la 
del  lisosoma. Dado  que  el  origen  de  la membrana  del  autofagosoma  no  es  claro  o  incluso 
podría  ser  dependiente  de  condiciones  y  tipos  celulares,  se  estudió  la  posibilidad  de  que 
fueran los lisosomas las vesículas citosólicas que contuvieran ApoD endocitado. 
 
Los  experimentos  de  colocalización  con marcadores  específicos  de  lisosomas  confirman  la 
presencia mayoritaria de ApoD endocitada en los lisosomas. Esto no solo permitiría explicar el 
efecto sobre  la autofagia sino que  también colocaría a ApoD en uno de  los compartimentos 
celulares más  sensibles  al  estrés  oxidativo  (centro  de mayor  producción  de  la  reacción  de 
Fenton),  relacionado  con  la  supervivencia  y  la  longevidad,  centros  fundamentales  en  el 
metabolismo lipídico [377, 384]. Por tanto, los lisosomas podrían ser el punto de intersección 
entre  los efectos de ApoD sobre  la autofagia,  los efectos sobre estrés oxidativo y su relación 
con la homeostasis lipídica (ver sección 1.5).  
 
A pesar de que algunos  indicios señalaban que  la endocitosis de ApoD podría estar  inducida 
por  una  situación  de  estrés  en  la  célula  que  endocita,  estudios  preliminares  confirmados 
posteriormente  en  el  laboratorio  (Pascua‐Maestro,  R.  Tesis)  no  han mostrado  una  relación 
directa entre  la presencia de ApoD en  los  lisosomas  y el estrés oxidativo generado por PQ. 
Esto,  junto  con el alto  grado de glicosilación de ApoD,  indica una estancia estable en estos 
compartimentos, en contraposición a un destino de ApoD en  los  lisosomas como centros de 
eliminación  de  proteínas  inservibles.  Los  últimos  estudios  del  laboratorio  indican  una 




favoreciendo  su  fusión  con  el  autofagosoma  y  con  ello  la  eficacia  autofágica,  una  correcta 
homeostasis  lipídica  y  un  eficaz  reciclado de  la membrana dañada.  Todo  ello  contribuiría  a 
mantener  la  integridad  lisosomal  favoreciendo  la  supervivencia  celular.  Como  se  ha 
comentado,  la  autofagia  también  podría  ser  parte  de  los  mecanismos  de  control  de  la 
oxidación  de  la  célula  (ver  sección  3.2)  [405].  Esto  concordaría  con  el  descenso  de  la 





sección  2.2).  La  internalización  de  ApoD  implica  su  participación  en  alguna  de  las  vías  de 





A  su  vez,  la  participación  de  ApoD  en  los  sistemas  de  endocitosis  implicaría  algún  tipo  de 
interacción entre  la  lipocalina y  la membrana. Sin embargo, no se conoce ningún receptor ni 
para ApoD ni para ninguno de sus homólogos. 
 




que  tanto  ApoD  como  sus  homólogos  en  invertebrados  (incluyendo  Lazarillo  expresado  en 
mosca)  conservan  la  función  protectora  frente  a  diferentes  tipos  de  estrés  y  varios  de  sus 
fenotipos de pérdida de función. Incluso algunos de estos fenotipos pueden ser rescatados por 
la sobreexpresión de alguno de sus homólogos [563]. Sin embargo, el principal efecto sobre el 




pérdida  de  función  de  las  dos  lipocalinas  (NLaz  y GLaz)  en  el  crecimiento  axónico. Además 
permitió estudiar su efecto en la generación de sinapsis. 
La  falta  de  NLaz  y  GLaz  provoca  la  disminución  de  la  longitud  del  axón  acompañado  de 
anomalías  en  la  distribución  de  los microtúbulos.  Esto  demuestra  por  primera  vez  que  el 
fenotipo  de  saltamontes  en  el  crecimiento  axónico,  está  conservado  en  sus  homólogos  de 
Drosophila.  En  el  proceso  de  crecimiento  axónico,  el  tráfico  vesicular  juega  un  papel 
importante,  controlando  la  formación  de  nueva  membrana,  generando  polaridad,  y 












localización  final o en  las  fusiones entre ellas o  con  la membrana plasmática.La  transmisión 
sináptica se basa en procesos de exo‐endocitosis en  los que  intervienen diferentes proteínas 
(SNARE (sintaxina), sinaptogmina, etc. en  la exocitosis y clatrina, anfifisina, dinamina o Hsc70 
en  la  endocitosis)  y  en  los  que  algunos  lípidos  juegan  un  papel  crítico  (colesterol, 
fosfoinosítidos, ácidos grasos poliinsaturados) [262, 602, 603] que pueden afectar a la sinapsis 
bien  actuando  como  ligandos  de  proteínas  efectoras  y  moléculas  señalizadoras,  bien 





La  reducción  del  número  de  sinapsis  concuerda  con  los  defectos  comportamentales 
observados en  los  ratones ApoD‐KO que afectan a  la memoria y a  la actividad  locomotora y 
exploratoria [606, 607]. 
 
La  confirmación  de  la  conservación  del  fenotipo  de  saltamontes  en  sus  homólogos  de 
Drosophila,  junto  con  el  resto  de  fenotipos  compartidos  demuestran  que  tanto  los  efectos 
protectores  como  el  mecanismo  de  acción  de  ApoD  podrían  estar  conservados  en  sus 
homólogos incluso en el caso del que contiene la cola GPI, es decir, podrían realizarse desde la 
membrana.  Esto  permite  extrapolar  la  interacción  de  Lazarillo  de  saltamontes  con  la 
membrana,  a  través de  su  cola GPI,  al  resto de  sus homólogos,  incluido ApoD,  carentes de 
dicho  anclaje. Hasta  el momento,  la  falta  de  este  sistema  de  anclaje  a  la membrana  o  de 
cualquier otro había descartado esta posibilidad.  
 
La estructura de ApoD presenta un parche  inusualmente hidrofóbico  capaz de  interaccionar 
con  la  bicapa  lipídica.  La  ApoD  humana  también  contiene  una  cisteína  libre.  Las  cisteínas 
pueden  sufrir  una  S‐palmitoilación  (tioacilación)  estableciendo  uniones  tioester  con  ácidos 
grasos  saturados.  Dicha modificación  es  reversible  lo  que  le  permitiría  volver  a  su  estado 
soluble  [216,  217].  El  bolsillo  hidrofóbico  de  la  estructura  de ApoD  también  podría  servirle 
como mecanismo de anclaje a los lípidos de la membrana. Por lo tanto, existen elementos en 
la estructura de ApoD que podrían servirle de unión a la membrana sin necesidad de conservar 




de membrana. La mayoría de  los sistemas biológicos estudiados  implicados en  la  función de 
ApoD también están relacionados con los dominios de membrana. Los dominios de membrana 
afectan la polaridad de las membranas, muy importante en la génesis y transporte sináptico y 
en  la  estabilización  de  los  puntos  de  contacto  neurona‐diana;  estabilizan  la  F‐actina 
estimulando el crecimiento axonal; controlan el tráfico de membranas y la fusión vesicular; son 
importantes para la señalización de factores de crecimiento, adhesión celular y guía de axones. 
Además,  son puntos de anclaje de  las  lipoproteínas  (ver  sección 4.5.4).  La  función de ApoD 







demostrado  que  ApoD  se  une,  de  manera  estable  e  independiente  de  especie,  a  dichos 
dominios e incluso con mayor especificidad que el marcador de dominios flotilina.  
 
Recientemente ApoD  ha  aparecido  en  un  listado  de  proteínas  encontradas  en  dominios  de 
membrana de  tejido cardiaco humano  [608]. También se ha observado marcaje de ApoD en 
preparaciones  de  mielina  (García‐Mateo,  resultados  no  publicados)  lo  que  confirma  la 
157 
 





oligosacáridos  [13].  Ambos  aminoácidos  se  clasifican  dentro  del mismo  grupo:  polares  sin 
carga. El hecho de que  la unión  a  la membrana  esté  conservada en  ambas especies podría 
indicar que el sistema de anclaje no sea a través de estos residuos sino a través de su bolsillo o 













experimento  con  células humanas es  la propia  célula  la que  secreta  y endocita  la proteína, 
mientras que en el caso de los astrocitos de ratón, la proteína marcada no es la endógena sino 
hApoD  añadida  al medio  extracelular.  Esto  podría  indicar  que  la  proteína  secretada  podría 
tener mayor  tendencia  a  permanecer  en  la membrana, mientras  que  la  libre  en  el  citosol 
podría ser la endocitada. Esto podría explicarse teniendo en cuenta el estado de oxidación de 
la  proteína.  Es  posible  que  la  proteína  añadida  al medio  extracelular  se  oxidara  con más 
facilidad  que  la  recién  sintetizada  unida  a  la membrana.  La  oxidación  de metioninas  es  un 
sistema de  regulación de  la  actividad de  ciertas proteínas  [102, 463]. ApoA‐1 es una de  las 
proteínas que ve afectada su actividad por la oxidación de alguna de sus metioninas [609]. La 
metionina M93  de  ApoD  aparece  oxidada  en  el  plasma  de  pacientes  de  Alzheimer.  En  las 
proteínas  de  membrana,  las  metioninas  interaccionan  con  la  bicapa  protegiéndose  de  la 
oxidación. En  la estructura de ApoD  la metionina M93  se encuentra cerca del bolsillo, en  la 
región hidrofóbica  con  capacidad de  inserción en  la bicapa  [18]. Podría  ser que ApoD en  la 
membrana se encuentre en su forma reducida, y que su oxidación provoque  la activación de 
mecanismos como su endocitosis. La ApoD añadida al medio podría oxidarse más fácilmente y 
endocitarse  rápidamente. Por otro  lado,  las diferencias en  la estructura de  las dos proteínas 
homólogas podrían haber evolucionado en paralelo a diferencias entre los otros elementos de 
su mecanismo, manteniendo su función pero variando su comportamiento o  localización. Por 
ejemplo, en  la membrana de  los astrocitos humanos podría existir una molécula  con mayor 
tendencia  a  unirse  a  la  cisteína  de  hApoD  y menos  a  la  treonina  de mApoD  y  viceversa 
estabilizando su posición. También podría considerarse  la  idea de que  las pequeñas vesículas 
cerca de la superficie celular fueran vesículas de secreción que en el caso de los astrocitos de 





Por  otro  lado,  también  se  han  observado  diferencias  entre  estas  dos  proteínas  en  los 
resultados de los inmunoblots (Fig.57). En el caso de las membranas de astrocitos humanos, el 
anticuerpo marca una  segunda banda  correspondiente  al doble  tamaño de ApoD, mientras 
que en el ratón únicamente aparece  la banda correspondiente a  la proteína monomérica. Es 
posible que  la cisteína  libre del homólogo humano pudiera oxidarse y  formar dímeros en  la 
membrana que se distribuyen por igual en todas las regiones del gradiente excepto en las que 
aparece  la  banda  de  menor  peso,  la  banda  correspondiente  al  dominio  resistente  a 
detergente,  lo que podría  indicar que en dominios de membrana  la proteína se encuentra no 
oxidada o unida a otra molécula mientras que fuera de ellos se dimeriza por oxidación o por 
encontrarse libre. Si hApoD formara dímeros a través de interacciones entre sus cisteínas y aún 












modifica  ni  la  composición  en  colesterol  y  esfingomielina,  ni  el  patrón  proteico  de  estos 
dominios,  ni  la  distribución  del  marcador  de  DRMs  flotilina.  Por  el  contrario  sí  se  han 
observado  diferencias  en  su  conformación  estructural  a  través  de  espectrometría  Raman. 
Dado que los lípidos son los componentes mayoritarios de los dominos de membrana y que no 
existe  una  variación  importante  en  las  proteínas  que  los  forman  es  lógico  pensar  que  la 
disminución en el orden de dichas estructuras y los cambios conformacionales detectados sean 







que pueden  contener aminoácidos  insaturados  (PE y PC). Es  importante  recordar que ApoD 
presenta una alta afinidad in vitro por la unión a AA. 
El estudio comparativo de  la  lipidómica de  los DRMs de hipocampos de ratones WT  frente a 
ApoD‐KO en situación control y sometidos a tratamiento con PQ muestra una alta sensibilidad 
de  los  lípidos  que  conforman  estas  estructuras  ante  la  oxidación,  especialmente  los  lípidos 
poliinsaturados.  El  efecto  de  la  pérdida  de  función  de  ApoD  sobre  los  DRMs  afecta 
mayoritariamente  a  la  respuesta  de  estas  estructuras  frente  al  estrés  oxidativo.  Esto 
corroboraría la hipótesis de una función protectora de ApoD frente a una situación de estrés.  
 
Las monohexosilceramidas  son  la  familia de  lípidos que  responde más  específicamente  a  la 
falta  de  ApoD  en  situación  de  estrés  oxidativo.  Las  monohexosilceramidas  estudiadas 
aumentan en respuesta al tratamiento con PQ cuando ApoD no realiza su función. Esto indica 
que  esta  familia  de  lípidos  está  íntimamente  influenciada  por  la  función  de  ApoD.  Las 
monohexosilceramidas  son  el  producto  del  catabolismo  de  los  gangliósidos,  el  tercer 
componente mayoritario de los dominios de membrana. ApoD podría estar protegiendo a  los 
gangliósidos de  la oxidación. Ante  la  falta de ApoD,  los gangliósidos podrían oxidarse o bien 
podrían  activarse  proteínas  que  promueven  su  catabolismo  dando  como  resultado  un 
aumento de  las monohexosilceramidas  (como producto de degradación o como base para  la 
nueva síntesis) (ver sección 4.6.3). 
 
ApoD también varía  la respuesta al PQ de  la familia de  las esfingomielinas pero en este caso 
disminuyen en los DMRs ante la presencia de ApoD y permanecen inalteradas en su ausencia. 
Las  ceramidas  saturadas  también disminuyen  específicamente en  ausencia de ApoD  ante el 
PQ.  El  radical  superóxido,  en  este  caso  generado  por  el  PQ,  induce  la  expresión  de  la 
esfingomielinasa que provoca la degradación de la esfingomielina a ceramida. La ceramida a su 
vez  es  un  intermediario  tanto  de  la  síntesis  de  esfingomielina  como  de  los  gangliósidos 
(Fig.58). Por lo tanto se concluye que el mecanismo de acción de ApoD está relacionado con el 
complejo metabolismo  de  la  ceramida  en  respuesta  al  estrés  oxidativo  generado  por  ROS 
posiblemente a través del control de la oxidación de los gangliósidos27.  
 





por  Triton  X‐114  ante  el  tratamiento  con  PQ,  como  por  ejemplo  dominios  o  caveolas  de 















Los  resultados  de  esta  Tesis  demuestran  que  ApoD  interacciona  con  los  dominios  de 
membrana  resistentes a detergente, donde participa en  la  respuesta celular  frente al estrés 
oxidativo modulando el metabolismos de los esfingolípidos y más concretamente la vía de los 
gangliósidos. Está presente tanto en  la membrana celular como en membranas de organelas 
internas,  y  específicamente  en  los  lisosomas.  La  modulación  que  ejerce  sobre  estas 
membranas  tiene  efectos  sobre  los  dos  mecanismos  fundamentales  alterados  en  las 
enfermedades  neurodegenerativas  y  la  edad:  la  generación  de  ROS  y  los mecanismos  de 
control de  calidad de proteínas. En  concreto ApoD protege  frente a daño provocado por  la 
expresión  de  proteínas  poliglutaminadas  al  fomentar  la  eficacia  del  flujo  de  la  autofagia, 
durante  el  proceso  de  fusión  entre  la  membrana  del  lisosoma  y  el  autofagosoma.  ApoD 





















En un ambiente oxidante podrían oxidarse y actuar  como enzimas  reductoras de  los  lípidos 
contiguos siempre que existiera algún sistema para revertir su propia oxidación permitiéndole 
repetir la operación con más lípidos. Esto podrían hacerlo las metioninasulfóxidoreductasas (se 
ha  encontrado  un  tipo  en  las  membranas).  ApoD,  por  tanto  podría  reducir  los  lípidos 
peroxidados, favorecer la estabilidad de las membranas y fomentar el correcto funcionamiento 
de  los  procesos  en  los  que  están  implicados.  La  oxidación  de  la metionina  también  podría 













estas  fosfolipasas  cuya  función  provoca  cambios  en  lípidos  que  derivan  en  procesos  de 





función  de  ApoD.  La  pérdida  de  su  actividad  catalítica  causa  ataxia  cerebelosa, 




El  control por parte de ApoD de  las enzimas  implicadas en el metabolismo  lipídico  también 





Los  efectos  que  ApoD  tiene  sobre  las  membranas,  y  en  concreto  sobre  los  dominios  de 
membrana podrían influir en la entrada o salida de proteínas de estas estructuras modulando 
su  actividad.  Los  receptores  tipo  Toll  requieren  de  su  translocación  a  los  dominios  de 
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membrana  para  su  activación.  Las  ceramidas  juegan  un  papel  fundamental  en  su  función. 
Están implicados en la expresión de citoquinas y quimioquinas y en la resistencia a la insulina. 
La  falta  de  ApoD  presenta  fenotipos  relacionados  con  estos mecanismos  por  lo  que  se  ha 










otra.  Esto  podría  suceder  también  en  la  recepción  de  las  HDL.  ApoD  podría  unirse  a  los 
dominios de membrana de  la célula a través de su bolsillo mientras permanece unida a otras 
apolipoproteínas de  las HDL por  su cisteína,  favoreciendo  la endocitosis de  la  lipoproteína y 
dirigiéndola  a  los  lisosomas  donde  se  producirá  la  liberación  de  sus  lípidos.  De  la misma 
manera  ApoD  podría  estabilizar  vesículas  favoreciendo  su  fusión.  Los  lisosomas  no  son 
únicamente  centros de degradación  sino que  también pueden  actuar  como plataformas de 
secreción.  Se  ha  detectado  la  presencia  de  ApoD  en  exosomas.  ApoD  podría  ejercer  de 





Sin  embargo,  la  confirmación  de  una  unión  con  la membrana  y  su  presencia  en  dominios 
concretos  de  la  membrana  ha  abierto  un  amplio  abanico  de  posibilidades  y  vías  de 




provocar;  la  confirmación de  la  conservación de GLaz y NLaz en dominios de membrana de 
Drosophila  y  su  posible  clasificación  en  diferentes  dominios  que  explicarían  las  diferencias 
entre  ellos;  la  monitorización  de  la  actividad  de  diferentes  enzimas  relacionadas  con  los 






contenedoras  del  mayor  y  más  sutil  sistema  de  regulación,  los  lípidos,  con  cientos  de 
elementos diferentes que cual teclas de un gran piano pueden tocarse una a una o en acordes 





pianista en un concierto, ApoD toca  las teclas de  la membrana en función de  las necesidades 
“armónicas” de  la célula. Su  implicación en  importantes y variados procesos ha convertido el 
estudio de ApoD realizado durante esta Tesis doctoral en una apasionante aventura a través 









1. GLaz  y NLaz  forman  parte  de  la  respuesta  transcripcional  endógena  a  la  degeneración 
provocada  por  una  proteína  poliglutaminada  contrarrestando  el  daño  celular  y 
manteniendo la integridad del tejido de manera estable con el tiempo.  
 
2. GLaz  ejerce  su  función  protectora  desde  dentro  de  la  neurona  en  degeneración,  o  de 
manera paracrina. 
 
3. GstS1, proteína  implicada en el aclaramiento de  lípidos peroxidados, también es  inducida 
en el modelo de SCA1. Esta inducción se altera con la sobreexpresión de GLaz. 
 
4. GLaz contrarresta  la muerte celular apoptótica  inducida por  la SCA1 promoviendo el flujo 























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































ApoC‐I  57  7  Activa la enzima LCAT 
 
ApoC‐II  79  8.8 
Activa la Lipasa (LPL). Su falta 
provoca hipertrigliceridemias 
ApoC‐ III  79  8.7 
Activa LCAT. Inhibe la activación de 
la Lipasa por ApoII 
ApoD 
(lipocalina) 
169  19‐32 
 
ApoE 
299  34.1 
Desencadena la eliminación de 
VLDL residuales. Interacciona con el 
receptor LDL y el receptor ApoE. Se 
sintetiza en hígado y macrófagos 
194 
 
ApoM 
(lipocalina) 
188  25 
Actúa como una chaperona 
modulando la actividad del lípido 
bioactivo esfingosina‐1 fosfato 
(S1P)   
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